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RESUMO

No Brasil ainda existem milhares de trabalhadores que exercem suas fun¢des em postos
de combustiveis e estdo em constante exposi¢do a xenobioticos derivados de petrdleo. Os
estudos relacionados ao monitoramento de biomarcadores de efeito nesta populacdo sdo
escassos, em decorréncia da dificuldade de coleta de amostras biologicas. Assim, o presente
estudo desenvolveu e validou a metodologia coleta por sangue seco em papel para a dosagem
de biomarcadores de estresse oxidativo, para futuro uso no monitoramento dos efeitos colaterais
a saude devido a exposicdo prolongada aos vapores de combustiveis. Para tanto, foram
realizados ensaios de desenvolvimento e validacdo in house do método de coleta proposto, com
avaliagdo do tipo e gramatura do papel, preservante/antioxidante (sem adi¢do, acido ascdrbico
ou hidroxitolueno butilado — BHT) e estabilidade da amostra a temperatura ambiente sem uso
de dessecador. As concentracdes de hemoglobina (Hb), Metahemoglobina (metHb) e
malondialdeido (MDA) (substancias reativas ao acido tiobarbiturico — SRAT —em equivalentes
de malondialdeido) foram quantificados por métodos espectrofotométricos de rotina. As
comparagdes entre os resultados obtidos método de coleta tradicional (pungdo venosa) € o
sangue seco coletado e armazenado pelo método proposto foram realizadas. As concentrag¢des
de Hb mostraram pouca variacdo (DPR = 8,95 + 5,36) entre os dois métodos de coleta, assim
os demais biomarcadores foram normatizados pela concentracido de Hb (%metHb e SRAT/HD).
A correlagdo entre %ometHb obtidas pelos diferentes tipos de coleta ndo apresentaram resultados
satisfatorios (R2 = 0,0713), sendo desaconselhado o uso de sangue seco em papel para esse
biomarcador. Ja os niveis de SRAT/Hb apresentaram forte correlagdo (R2 = 0,9394) entre os
resultados obtidos pelos dois métodos de coleta. Dessa forma, o método desenvolvido € estavel
até 4h e eficiente, medindo com exatiddo e precisdo as concentra¢des endogenas de SRAT,
assim ha a possibilidade do uso da tecnologia desenvolvida como alternativa viavel para estimar
os niveis deste biomarcador em estudos populacionais.

PALAVRAS-CHAVE: Biomonitoramento; Biomarcadores de efeito; Substancias reativas ao
acido tiobarbiturico; Metahemoglobina.



ABSTRACT

In Brazil, there are still thousands of workers who work at gas stations and are constantly
exposed to petroleum-derived xenobiotics. Studies related to the monitoring of effect
biomarkers in this population are scarce, due to the difficulty in collecting biological samples.
Thus, the present study developed and validated the methodology for collecting dried blood
spot for the determination of oxidative stress biomarkers, for future use in monitoring side
effects to health due to prolonged exposure to fuel vapors. For this purpose, development tests
and in-house validation of the proposed collection method were carried out, evaluating the type
and weight of the paper, preservative / antioxidant (without addition, ascorbic acid or butylated
hydroxytoluene - BHT) and sample stability at room temperature without use of desiccator. The
concentrations of hemoglobin (Hb), methemoglobin (metHb) and malondialdehyde (MDA)
(Thiobarbituric acid reactive substances - TBARS - in malondialdehyde equivalents) were
quantified by routine spectrophotometric methods. The comparisons between the results
obtained using the traditional collection method (venipuncture) and the dried blood spots
collected and stored by the proposed method were performed. The Hb concentrations showed
little variation (DPR = 8.95 + 5.36) between the two collection methods, so the other biomarkers
were standardized by the Hb concentration (YometHb and SRAT/HDb). The correlation between
%metHb obtained by the different types of collection show no satisfactory results (R2 =
0.0713), and the use of dry blood spot collection for this biomarker is not recommended. The
SRAT/Hb levels showed a strong correlation (R2 = 0.9394) between the results obtained by the
two collection methods. Thus, the method developed is stable up to 4h and efficient, measuring
endogenous SRAT concentrations with accuracy and precision, so there is the possibility of
using the developed technology as a viable alternative to estimate the levels of this biomarker
in population studies.

KEYWORDS: Biomonitoring; Effect biomarkers; Substances reactive to thiobarbituric acid;
Methaemoglobin.
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CAPITULO I - APRESENTACAO
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1. INTRODUCAO

Combustiveis fosseis sdo misturas de hidrocarbonetos alifaticos, ciclicos e aromaticos
policiclicos, e sdo obtidos pela destilacdo fracionada do petréleo. Gasolina, o combustivel fossil
mais utilizado, também chamada de nafta, ¢ uma mistura de hidrocarbonetos, e sua composi¢ao
depende da natureza do petréleo bruto e o processo de produgdo adotado pela refinaria. A
composi¢do de hidrocarbonetos da nafta usada para preparar a gasolina pode variar dependendo
desses fatores, todavia € composta principalmente por hidrocarbonetos com cadeias de 4-12
atomos de carbono. Em todo o mundo, ha também a presenga de adulterantes neste combustivel,
com aumento das concentra¢des de hexano, tolueno e benzeno (BABU; KRISHNA; MANI,
2017; BEZERRA, A. C. de M. et al., 2019).

No Brasil, diferente da realidade de paises desenvolvidos, ainda existem centenas de
milhares de trabalhadores que exercem suas fungdes em postos de combustiveis, e estes estdo
em constante exposi¢do a derivados de petrdleo, que sdo compostos que podem causar diversos
efeitos nocivos ao organismo humano. Devido a grande quantidade de postos de gasolina, que
passam de 39 mil unidades em todo o Brasil, quanto de frentistas, que passam de 180 mil
trabalhadores, a quantidade de estudos relacionados a biomarcadores e biomonitoramento desta

aérea sdo considerados ainda muito escassos (AMARAL ef al., 2017).

Os combustiveis fosseis, em especial a gasolina, estdo relacionados a alteragdo de
parametros hematologicos e inducdo de estresse oxidativo, caracterizando uma provavelmente
ameagca a saude de trabalhadores expostos ocupacionalmente a estes xenobidticos (AHMADI
et al., 2019). O dano oxidativo est4 associado a varios tipos de doengas cronicas, como doengas
cardiovasculares, cancer, diabetes, obesidade, doencas neurodegenerativas e doencgas
inflamatorias cronicas. O estresse oxidativo pode contribuir como fator causal no
desenvolvimento da doenga ou, mais indiretamente, como consequéncia das doengas que

promovem o desenvolvimento de outras patologias (IMLAY, 2003; PORTA, 2019).

Ja existem estudos a respeito do monitoramento dos efeitos causados a saude de
trabalhadores de postos de combustivel (AHMADI et al., 2019; D’ ALASCIO et al., 2014;
GRENDELE; TEIXEIRA, 2009; SANTI et al., 2017; SANTOS et al., 2017). No entanto, ndo
ha poucos estudos, principalmente por pesquisadores brasileiros, que tratam sobre a utilizagéo
da técnica de sangue seco, para o monitoramento dos efeitos colaterais a saude (dano oxidativo)

devido sua exposi¢do ocupacional e prolongada a esses vapores de combustiveis fosseis.
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Neste sentido, o presente trabalho teve por objetivo desenvolver e validar a amostragem
por sangue seco para o monitoramento populagdes, em especial de trabalhadores de postos de
combustiveis, auxiliando no processo de triagem, avaliando as concentra¢cdes dos marcadores
de estresse oxidativo, metahemoglobina e malondialdeido. Assim como, podera ser aplicado a

outras populagdes que também estejam expostas a xenobidticos, com carater oxidante.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Biomarcadores e Biomonitoramento

As mudangas que vem acontecendo na vida do homem desde o século passado, sejam
elas no ambiente de trabalho ou nfo, as o expuseram a uma quantidade gigantesca de
substancias quimicas que podem ou néo estar oferecendo riscos a sua satude (GOUVEIA et al.,
2014)(GOUVEIA et al., 2014).

As interagdes entre agentes quimicos e o organismo podem alterar diversos parametros
bioldgicos, tal interagdo poderd ser chamada de biomarcador se houver relacdo entre a
quantidade de exposicdo e o efeito biologico provocado pela substancia. Quando realizado de
maneira sistematica e periddica, os biomarcadores podem ser utilizados para relacionar a causa-
efeito ou dose-efeito da exposi¢do de agentes quimicos e seus potenciais riscos a saide e desta
forma recebe o nome de Biomonitoramento, podendo ser usado para entender se existe algum
efeito tdxico e auxiliar na tomada de decisdes para diminuir os efeitos da exposicdo (AMORIM,
2003; GOUVEIA et al., 2014).

Entende-se como biomarcador, tanto a substancia em si que esta sendo alvo do estudo
quanto os subprodutos das transformag¢des que ocorrem ou podem ocorrer no organismo,
podendo ser usados em diversas formas de estudo dependendo da forma da exposicdo,
intensidade e efeitos causados no organismo (AMORIM, 2003).

Os biomarcadores sdo classificados em trés grupos: de exposicdo, de efeito e de
suscetibilidade. O primeiro, sdo aqueles em que ¢ realizada dosagem/identificagdo direta do
agente no sangue, urina, ou outra amostra bioldgica, enquanto que o segundo grupo a
dosagem/identificacdo € feita de forma indireta, ou seja, através de uma resposta do organismo
por estar ou ter sido exposto ao agente de estudo e o terceiro grupo compara a predisposicao
genética entre individuos expostos a um mesmo agente (AMORIM, 2003; GRENDELE;
TEIXEIRA, 2009).

A gasolina tem em sua composic¢do diversos agentes quimicos que ao serem absorvidos
pelo organismo, mesmo em baixas concentracdes, podem agir como depressores do sistema
nervoso central ou também causar danos, como seu efeito carcinogénico (AMARAL et al.,
2017).

Como exemplo pode ser citado o benzeno, que entra em contato com o organismo dos
seres vivos, principalmente, pelas vias aéreas, mas ha casos onde a contaminagdo se da por
ingestdo ou por via cutanea quando o contato ¢ direto com o agente. O benzeno presente na

gasolina pode assumir papel de biomarcador tanto de efeito quanto de exposicdo, uma vez que
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pode ser dosado no organismo tanto de forma direta, em anélises do sangue, urina ou ar exalado,
quanto pela dosagem dos metabdlitos formados no organismo, que podem ser: 4cido trans,
trans-muconico e o acido S-fenilmercaptirico (RABELO et al., 2017; SANTOS et al., 2017).

Além dos efeitos a nivel celular, em alguns casos quando a exposi¢do aos vapores dos
componentes de combustiveis € prolongada ou mais acentuada, alguns sintomas mais aparentes
podem caracterizar a intoxicacdo do organismo, e estes sdo: dispneia, xerostomia, rinite
alérgica, cefaleia, tremores, vertigem ou em casos quando ha ingestdo ou inalacdo de grandes
concentragdes pode levar a morte (D’ALASCIO et al., 2014).

A toxicologia ocupacional, area da toxicologia voltada aos estudos relacionados a
intoxicac¢des provocadas por agentes toxicos que acarretam danos ao organismo provenientes
do ambiente de trabalho, atua na tentativa de prevenir e monitorar a exposi¢do através de
biomarcadores ou de Indicadores Biologicos de Exposi¢do-IBEs, diminuindo assim os riscos a
saude (RABELO et al., 2017).

A dosagem dos IBEs ao benzeno no Brasil sdo realizadas utilizando, principalmente, a
analise do sangue como matriz bioldgica de determina¢do, mesmo com as desvantagens do
método de coleta tradicional que € considerado invasivo, pode gerar amostras heterogéneas e
possui custo elevado por conta da necessidade de méo de obra especializada, cuidados especiais
no armazenamento (tubos de coleta, controle de temperatura, etc.) e a analise do material que ¢
realizada, geralmente, por cromatografia em fase gasosa acoplada a uma técnica de headspace
(COUTRIM; DE CARVALHO; ARCURI, 2000).

2.2. Sangue Seco em Papel

Para estudos de biomonitoramento as amostras de sangue total e soro sdo
tradicionalmente as mais utilizadas, pois facilitam a comparag@o dos resultados com estudos ja
realizados, porém a coleta de sangue total e soro acabam apresentando varios pontos negativos
(logistica, armazenamento, custo, método de coleta) fazendo com que se busquem alternativas
para substituir este método de coleta (GOUVEIA et al., 2014).

A utilizagdo da técnica de sangue seco em papel (alternativa ao método de coleta de
amostras de sangue seco e total) data do inicio da década de 60, quando foi utilizada para
mensurar a quantidade de fenilalanina em recém nascidos com intuido de conseguir
diagnosticar precocemente a fenilcetonuria, dando assim, um grande passo na triagem neonatal.
No Brasil a técnica de sangue seco em papel é amplamente conhecida como “teste do pezinho”
e faz parte do Programa Nacional de Triagem Neonatal-PNTN, que foi instituido pela Portaria

GM/MS n° 822/2001 (GUTHRIE; SUSI, 1963).
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Dentre as varias vantagens que o método de sangue seco em papel de filtro oferece, o
método de coleta chama atengdo devido a possibilidade dos proprios pacientes, seguindo as
devidas instrugdes e com treinamento adequado, terem a possibilidade/conveniéncia de fazé-la
quando necessario. A coleta pode ser realizada perfurando tanto a ponta dos dedos da mao
quanto o calcanhar do paciente, utilizando lancetas descartaveis que perfurem cerca de 2mm de
profundidade do local previamente higienizado (EDELBROEK; HEIJDEN; STOLK, 2009).

Existem outras vantagens da utiliza¢do do método de sangue seco em papel em relagéo
aos métodos tradicionais (sangue total e soro), como por exemplo: a técnica € pouco invasiva,
sendo necessario apenas poucos microlitros de sangue, o material utilizado para realizar a coleta
¢ de baixo custo, a facilidade de armazenamento e transporte das amostras ja que os cartdes de
coleta sdo leves e ocupam pouco espaco, facilidade na aplicagdo do método em grandes
populagdes e € aplicavel a varios métodos de andlises (DEMIREV, 2013).

Apesar das grandes vantagens algumas questdes devem ser levadas em consideragdo
para a escolha do método de sangue seco em papel aos métodos tradicionais, pois alguns fatores
limitantes da técnica devem ser considerados. A utiliza¢do do pouco volume de amostra limita
a utiliza¢do deste tipo de coleta & métodos de andlises com alta sensibilidade; devido as
amostras serem secas o método se mostra inadequado para andlises de materiais volateis ou
sensiveis ao ar; também vale ressaltar que existe a possibilidade da concentragdo do analito
encontrado no sangue capilar ser diferente da concentragdo do mesmo analito no sangue venoso
proveniente de uma coleta pelos métodos tradicionais (SHARMA et al., 2014).

A técnica de sangue seco em papel também ¢é utilizada para dosagem de biomarcadores
de estresse oxidativo, principalmente o 8-epi-PGF2,, mas sempre associado a métodos de
analise complexos ou de alto custo, tais como a espectrometria de massa ¢ a cromatografia
liquida (BASTANI; GUNDERSEN; BLOMHOFF, 2012).

2.3. Radicais Livres e Espécies Reativas de Oxigénio e Nitrogénio

Radicais livres sdo todos os atomos ou moléculas, que em sua camada de valéncia, tem
um ou mais elétrons ndo pareados e, quando estdo desta forma, sdo considerados instaveis. No
corpo humano praticamente todos os elétrons existem em pares (pareados) e os atomos ou
moléculas que em sua camada de valéncia tem todos os seus elétrons pareados sdo chamadas
de estaveis (PIERCE; CACKLER; ARNETT, 2004).

Devido a oxidagao ser essencial no metabolismo dos seres de vida aerdbica, a formacao
de radicais livres se da a todo momento e estes radicais serdo chamados, principalmente, de

espécies reativas de oxigénio-ERO’s ou espécies reativas de nitrogénio-ERN’s, dependendo de
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onde o elétron desemparelhado se encontrar, ou nos atomos de oxigénio ou de nitrogénio
(BARREIROS; DAVID, 2006).

Os radicais livres podem existir tanto na forma de radicalar quanto na forma ndo
radicalar, podendo citar exemplos de ERO’s na forma radicalar o superdxido, a hidroxila, a
peroxila, a alcoxila, dentre outros, ¢ na forma ndo radicalar podemos citar peroxido de
hidrogénio, acido hipocloroso, 0zdnio, oxigénio singlete, etc. Os exemplos de ERN’s
radicalares s@o: 6xido nitrico, diéxido de nitrogénio, etc... € os exemplos radicalares sio: acido
nitroso, tetroxido de dinitrogénio, tridxido de dinitrogé€nio, peroxnitrito, acido peroxinitreno,
ion nitronio, dentre outros (HALLIWELL, 1996).

No corpo humano, geralmente, os radicais livres tentam se tornar estaveis roubando
elétrons de moléculas como: acidos nucléicos, lipideos, proteinas. O resultado da reagéo sera
que o radical livre agora passara a ser uma molécula ou atomo estavel e a molécula de onde foi
retirado este elétron se tornard um radical livre, podendo assim, dar inicio a uma reagdo em
cadeia (HALLIWELL, 1996; PIERCE; CACKLER; ARNETT, 2004).

2.4. Sistemas de Defesa Antioxidante

Os antioxidantes sdo necessarios para tentar reparar, combater € minimizar os danos,
que sdo inevitaveis, produzidos pelas EROs e ERNs transformando-os em 4gua para evitar que
haja superprodugdo dos mesmos (ANDRADE et al., 2010; HALLIWELL, 1996).

Os antioxidantes sdo divididos em dois grandes grupos: os enzimaticos ou antioxidantes
naturais, com seus principais exemplos o Superoxido Dismutase (SOD), a Catalase (CAT), a
Glutationa Peroxidase (GPx) e a Glutationa Redutase (GR), € 0s ndo enzimaticos ou sintéticos
ou ainda suplementos de dieta, como também s3o conhecidos, com os principais exemplos:
Glutationa, Coenzima Q (CoQ), Acido Urico, Vitamina E ou Tocoferol, Vitamina C ou
Ascorbato, B-caroteno, Proteinas de transporte de metais de transi¢do, Transferrina,
Ceruloplasmina (ANDRADE ef al., 2010; VASCONCELOS et al., 2007).

O combate aos efeitos que podem ser causados pelas ERO’s e ERN’s ¢ constante e
ininterrupto e podemos citar como exemplo de atuagdo dos sistemas antioxidantes enzimaticos
a catalas, que ¢ de suma importancia na oxidac¢do dos acidos graxos de cadeia longa, onde sua
atividade pode ser medida através do aumento da concentragdo de oxigénio juntamente com o
decaimento da concentragdo de H»O», enquanto que sobre os sistemas antioxidantes nao
enzimaticos podemos citar como exemplo a Coenzima Q que atua tanto na inibi¢do quanto na
propagacdo da peroxidagdo lipidica, impedindo que haja formagdo de radicais peroxila

(VASCONCELOS et al., 2007).
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Os sistemas de defesa antioxidantes sdo divididos em trés categorias, dependendo da
atuac@o necessaria no organismo, sdo elas: de preven¢do, quando os antioxidantes impedem
que haja estresse oxidativo ou que o mesmo evolua; de interceptacdo, quando as espécies
reativas sdo formadas e precisam ser controladas; e de reparo que atuam para restaurar o dado
causado pelos agentes oxidantes (HELMUT SIES; BERNDT; JONES, 2017).

2.5. Estresse Oxidativo

Durante o século 20 varios pesquisadores, como: Bucher, Chance, Klingenberg, Krebs,
Michaelis, Szent-Gyriagy, Warburg, Wieland e varios outros, se dedicaram ao estudo na area
de biologia redox (Oxidagdo-redu¢do) contribuindo para o crescimento cientifico a respeito
deste assunto e que estdo disponiveis nos dias atuais (SIES, 2018).

O termo estresse oxidativo foi inserido na biologia redox e medicina somente em
meados da década de 80, onde, principalmente na area da medicina, devido a grande quantidade
de trabalhos publicados, houve uma diluicdo do significado do termo e até mesmo o uso
incorreto do mesmo (SIES, 2015).

Devido as constantes rea¢des causadas por condi¢des onde os radicais livres estdo em
excesso e a deficiéncia da capacidade dos sistemas de prote¢do antioxidante do organismo em
anular estas reagdes, ocorre um desequilibrio entre a formagdo e a remog¢do das ERO’s no
organismo, caracterizando o que ¢ chamado de estresse oxidativo (PISOSCHI; POP, 2015).

Para SIES (2015) estresse oxidativo foi conceituado de duas formas desde a criagdo do
termo, sendo elas: “Um disturbio no equilibrio pro-oxidante-antioxidante em favor do
primeiro” em 1985 e como "Um desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes em favor dos
oxidantes, levando a uma ruptura da sinalizag¢@o e controle redox e/ou danos moleculares" em
2007.

O estresse oxidativo, dependendo de onde esteja ocorrendo o dano, pode se manifestar
como diversas patologias no organismo, como por exemplo: o cancer quando o dano ocorre no
DNA ou membrana lipidica, o que pode levar a morte celular; diversas doencas
cardiovasculares quando o processo de oxidac¢do forma lipidios oxidados que tem efeito pro-
inflamatorio ou das lipoproteinas que estdo presentes nas paredes dos vasos sanguineos que
podem desenvolver aterosclerose ou processos inflamatérios; doengas neurodegenerativas caso
a produgdo de ERO’s participe dos eventos onde a morte celular resulta em neurodegeneragéo;
o diabetes quando o dano celular proveniente do estresse oxidativo altera as fungdes do pancreas

e varias outras doengas inflamatdrias (PISOSCHI; POP, 2015).
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O dano oxidativo no organismo pode ser avaliado pelos biomarcadores gerados
consequentes das reagdes entre as ERO’s e ERN’s e as macromoléculas (lipideos, actcares,
acidos nucleicos e proteinas) disponiveis no organismo, podendo ser quantificado através de

analises sanguineas ou de fluidos corporais (VASCONCELOS ef al., 2007).
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3. HIPOTESES

Segundo a revisdo da literatura utilizada para o presente estudo, apresentam-se as

seguintes hipoteses:

Hipétese Nula: E possivel utilizar a técnica de sangue seco em papel para quantificar

biomarcadores de estresse oxidativo para triagem de populacéo.

Hipdtese Alternativa: Nao € possivel utilizar a técnica de sangue seco em papel para

quantificar biomarcadores de estresse oxidativo para triagem de populagao.
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4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo Geral:

Utilizar a técnica de sangue seco em papel de filtro para o biomonitoramento de

popula¢des através da dosagem do estresse oxidativo.

4.2. Objetivos Especificos:

Dosar as substancias reativas do acido tiobarbiturico nas amostras-SRAT;
Dosar hemoglobina e metahemoglobina nas amostras;

Testar a estabilidade das amostras em diferentes periodos de tempo;

Comparar os resultados obtidos das andlises realizadas nas amostras coletadas
em papel de filtro na forma de sangue seco com as amostras coletadas pelo
método tradicional (puncdo venosa);

Validar o método tendo como base os pardmetros de repetibilidade e

reprodutibilidade;
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RESUMO:

No Brasil ainda existem milhares de trabalhadores que exercem suas funcgées
em postos de combustiveis e estdo em constante exposicdo a xenobibticos
derivados de petréleo. Os estudos relacionados ao monitoramento de biomarcadores
de efeito nesta populagéo sdo escassos, em decorréncia da dificuldade de coleta de
amostras bioldgicas. Assim, o presente estudo desenvolveu e validou a metodologia
coleta por sangue seco em papel para a dosagem de biomarcadores de estresse
oxidativo, para futuro uso no monitoramento dos efeitos colaterais a saude devido a
exposicao prolongada aos vapores de combustiveis. Para tanto, foram realizados
ensaios de desenvolvimento e validacao in house do método de coleta proposto, com
avaliacao do tipo e gramatura do papel, preservante/antioxidante (sem adigcéo, acido
ascorbico ou hidroxitolueno butilado — BHT) e estabilidade da amostra a temperatura
ambiente sem uso de dessecador. As concentragdes de hemoglobina (Hb),
Metahemoglobina (metHb) e malondialdeido (MDA) (substancias reativas ao acido
tiobarbiturico — SRAT — em equivalentes de malondialdeido) foram quantificados por
métodos espectrofotométricos de rotina. As comparagdes entre os resultados
obtidos método de coleta tradicional (pungédo venosa) e o sangue seco coletado e
armazenado pelo método proposto foram realizadas. As concentragdes de Hb
mostraram pouca variacao (DPR = 8,95 £ 5,36) entre os dois métodos de coleta,
assim os demais biomarcadores foram normatizados pela concentracdo de Hb
(Y%ometHb e SRAT/Hb). A correlacao entre %metHb obtidas pelos diferentes tipos de
coleta nao apresentaram resultados satisfatérios (R? = 0,0713), sendo
desaconselhado o uso de sangue seco em papel para esse biomarcador. Ja os niveis
de SRAT/Hb apresentaram forte correlagao (R?= 0,9394) entre os resultados obtidos

pelos dois métodos de coleta. Dessa forma, o método desenvolvido é estavel até 4h
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e eficiente, medindo com exatidao e precisdo as concentracées enddgenas de
SRAT, assim ha a possibilidade do uso da tecnologia desenvolvida como alternativa

viavel para estimar os niveis deste biomarcador em estudos populacionais.

PALAVRAS-CHAVE: Biomonitoramento; Biomarcadores de efeito; Substancias

reativas ao acido tiobarbiturico; Metahemoglobina.
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ABSTRACT:

In Brazil, there are still thousands of workers who work at gas stations and are
constantly exposed to petroleum-derived xenobiotics. Studies related to the
monitoring of effect biomarkers in this population are scarce, due to the difficulty in
collecting biological samples. Thus, the present study developed and validated the
methodology for collecting dried blood spot for the determination of oxidative stress
biomarkers, for future use in monitoring side effects to health due to prolonged
exposure to fuel vapors. For this purpose, development tests and in-house validation
of the proposed collection method were carried out, evaluating the type and weight
of the paper, preservative / antioxidant (without addition, ascorbic acid or butylated
hydroxytoluene - BHT) and sample stability at room temperature without use of
desiccator. The concentrations of hemoglobin (Hb), methemoglobin (metHb) and
malondialdehyde (MDA) (Thiobarbituric acid reactive substances - TBARS - in
malondialdehyde equivalents) were quantified by routine spectrophotometric
methods. The comparisons between the results obtained using the traditional
collection method (venipuncture) and the dried blood spots collected and stored by
the proposed method were performed. The Hb concentrations showed little variation
(DPR = 8.95 + 5.36) between the two collection methods, so the other biomarkers
were standardized by the Hb concentration (%ometHb and SRAT/Hb). The correlation
between %metHb obtained by the different types of collection show no satisfactory
results (R2 = 0.0713), and the use of dry blood spot collection for this biomarker is not
recommended. The SRAT/Hb levels showed a strong correlation (R? = 0.9394)
between the results obtained by the two collection methods. Thus, the method
developed is stable up to 4h and efficient, measuring endogenous SRAT

concentrations with accuracy and precision, so there is the possibility of using the



27

developed technology as a viable alternative to estimate the levels of this biomarker

in population studies.

KEYWORDS: Biomonitoring; Effect biomarkers; Substances reactive to thiobarbituric

acid; Methaemoglobin.
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1. INTRODUGAO

Combustiveis fésseis sdo misturas de hidrocarbonetos alifaticos, ciclicos e
aromaticos policiclicos, e sao obtidos pela destilacdo fracionada do petréleo.
Gasolina, o combustivel fossil mais utilizado, também chamada de nafta, € uma
mistura de hidrocarbonetos, e sua composicdo depende da natureza do petréleo
bruto e o processo de producao adotado pela refinaria. A composicao de
hidrocarbonetos da nafta usada para preparar a gasolina pode variar dependendo
desses fatores, todavia € composta principalmente por hidrocarbonetos com cadeias
de 4-12 atomos de carbono. Em todo o mundo, ha também a presenca de
adulterantes neste combustivel, com aumento das concentragdes de hexano,
tolueno e benzeno (BABU; KRISHNA; MANI, 2017; BEZERRA, A. C. de M. et al,,
2019).

No Brasil, diferente da realidade de paises desenvolvidos, ainda existem
centenas de milhares de trabalhadores que exercem suas fungdes em postos de
combustiveis, e estes estdo em constante exposicdo a derivados de petroleo, que
sdo compostos que podem causar diversos efeitos nocivos ao organismo humano.
Devido a grande quantidade de postos de gasolina, que passam de 39 mil unidades
em todo o Brasil, quanto de frentistas, que passam de 180 mil trabalhadores, a
quantidade de estudos relacionados a biomarcadores e biomonitoramento desta
aérea sao considerados ainda muito escassos (AMARAL et al., 2017).

Os combustiveis fosseis, em especial a gasolina, estdo relacionados a
alteracdo de parametros hematoldégicos e indugdo de estresse oxidativo,
caracterizando uma provavelmente ameagca a saude de trabalhadores expostos
ocupacionalmente a estes xenobiéticos (AHMADI et al., 2019). O dano oxidativo esta

associado a varios tipos de doengas crénicas, como doencgas cardiovasculares,
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cancer, diabetes, obesidade, doencas neurodegenerativas e doencas inflamatérias
cronicas. O estresse oxidativo pode contribuir como fator causal no desenvolvimento
da doenca ou, mais indiretamente, como consequéncia das doengas que promovem
o desenvolvimento de outras patologias (IMLAY, 2003; PORTA, 2019).

Ja existem estudos a respeito do monitoramento dos efeitos causados a saude
de trabalhadores de postos de combustivel (AHMADI et al., 2019; D’ALASCIO et al.,
2014; GRENDELE; TEIXEIRA, 2009; SANTI et al., 2017; SANTOS et al., 2017). No
entanto, ndo ha poucos estudos, principalmente por pesquisadores brasileiros, que
tratam sobre a utilizacdo da técnica de sangue seco, para o0 monitoramento dos
efeitos colaterais a saude (dano oxidativo) devido sua exposigdo ocupacional e
prolongada a esses vapores de combustiveis fosseis.

Neste sentido, o presente trabalho teve por objetivo desenvolver e validar a
amostragem por sangue seco para o monitoramento populagées, em especial de
trabalhadores de postos de combustiveis, auxiliando no processo de triagem,
avaliando as concentragcbes dos marcadores de estresse oxidativo,
metahemoglobina e malondialdeido. Assim como, podera ser aplicado a outras
populagdes que também estejam expostas a xenobiodticos, com carater oxidante.
MATERIAL E METODOS
DESENHO DO ESTUDO

A pesquisa compreende um estudo observacional transversal analitico,
realizado por meio da analise de sangue utilizando a técnica de sangue seco em
papel de filtro, como método de coleta e armazenamento, para o monitoramento de
populagbes através da dosagem de biomarcadores de estresse oxidativo em
trabalhadores de postos de combustiveis da cidade de Macapa, estado do Amapa,

selecionados aleatoriamente.
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2.2.DEFINICAO DA POPULACAO DO ESTUDO
A populacao do estudo foi de 40 pessoas divididas em 2 grupos, o primeiro
denominado de controle ou nao exposto (n=32) que nao exercem suas atividades
laborais em postos de combustiveis, ou ambientes de risco, considerados como
pouco expostos a xenobiédticos. E, o segundo foi denominado de grupo estudo ou
exposto (n=8) que exercem suas atividades laborais em postos de combustiveis
dentro do limite da area do local de estudo. Como critérios de exclusdo foram
elencados tabagismo, alcoolismo, o uso de drogas sabidamente oxidantes,
gestacao, diabetes mellitus, cancer ou outras patologias associadas com niveis
elevados de biomarcadores de estresse oxidativo. O presente estudo foi aprovado
pelo comité de pesquisa com humanos da Universidade Federal do Amapa
(CEP/UNIFAP — n° 38065320.8.0000.0003/2020).
2.3.CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE
Foram incluidos no grupo exposto da pesquisa pessoas saudaveis pelo
exame clinico e histérico médico autodeclarado que exercem suas atividades
laborais em postos de combustiveis a pelo menos 6 meses, de ambos os sexos e
sem limite de idade, enquanto para o controle (ndo-exposto) da pesquisa foram
elegiveis pessoas saudaveis pelo exame clinico e histérico médico autodeclarado
que pelo menos nos ultimos 6 meses ndo exerceram nenhuma funcao laboral em
postos de combustiveis, ou ambiente de risco, também de ambos os sexos e sem
limite de idade.
2.4.COLETA DAS AMOSTRAS BIOLOGICAS
De cada voluntario, tanto do grupo exposto quanto do grupo nao-exposto, foram
coletadas duas amostras de sangue por um profissional capacitado, a primeira, de

sangue total, foi coletada pela forma tradicional através da puncéo venosa, e o
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sangue seco em papel que foi obtido pela perfuracao da ponta de um dos dedos da
mao utilizando um lancetador automatico com lancetas descartaveis.

A amostra de sangue total coletado foi transportada em tubos especificos para
coleta de sangue com EDTA como anticoagulante, enquanto o sangue capilar foi
transportado seco em cartdes de papel de filiro. Ambas as amostras ficaram
armazenadas em seus locais de origem (tubo ou papel) até o momento da extracao,
gue nao excederam 4h entre a coleta e as analises.

2.5.EXTRACAO DAS AMOSTRAS

Os processos de extracdo de amostras de sangue seco foram realizados
utilizando um cortador de papel que perfurou 4 circulos iguais de 3mm de didmetro,
sendo este completamente preenchido pela amostra de sangue e em seguida,
pesados e colocados em tubos de ensaio ao qual foram adicionados 800uL agua
destilada e homogeneizados em agitado do tipo voértex por aproximadamente 10
segundos até a completa extracdo da amostra do papel.

2.6.ESCOLHA DO PAPEL

Para selecao do tipo de papel de filtro a ser utilizado neste método de coleta de
sague seco foram testados 5 tipos diferentes de papeis, avaliando a influéncia da
gramatura no potencial de adsorcéo e estes foram: (1) Papel de Filtro Qualitativo
80g/m?; (2) Papel de Filtro Qualitativo 250g/m?; (3) Papel de Filtro Quantitativo Faixa
Azul (filtragao lenta); (4) Papel de Filtro Quantitativo Faixa Preta (filtragdo rapida); e
(5) Papel cartdo comercial.

Os papeis de filtro quantitativo faixa azul, o papel qualitativo 80g/m? e o papel
cartdo nao mostraram resultados satisfatérios sendo assim eliminados, uma vez que
devido a sua pouca espessura, ao adicionar a amostra, tanto no papel de filtro

quantitativo faixa azul quanto no papel de filtro quantitativo 80g/m?2, ficavam
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encharcados, com aspecto fragil e o sangue extravasava de um lado para o outro no
papel. O papel cartao, devido sua estrutura mais rigida e lisa, nao permitia que a
amostra fosse adsorvida em sua estrutura e desta forma a amostra de sangue ao
secava e cristalizava fora da estrutura no papel e ao se tentar fazer a extracao, parte
do material era perdido.

Assim, para o desenvolvimento do método de coleta de sague seco os papeis
de (2) filtro qualitativos 250g/m? e o (4) quantitativo faixa preta foram utilizados, apos
o desenvolvimento e determinagao das variaveis do tipo de antioxidante, procedeu-
se a validagao do método.

2.7.ADICAO DE ANTIOXIDANTES NOS CARTOES DE COLETA

Para avaliar se a adicao de antioxidantes nos cartdes de coleta resultaria em
efeitos positivos na estabilidade das amostras, fazendo com que as amostras
oxidassem menos com o passar do tempo, foram adicionados 50uL, no local
demarcado para coleta do cartdo, dois antioxidantes diferentes: o BHT,
hidroxitoluenobutilado (1 mg/mL), ou o acido ascérbico (1 mg/mL), e assim
comparados com os valores obtidos de amostras que foram coletadas em cartées
sem antioxidantes.

2.8.VALIDACAO DO DISPOSITIVO DE COLETA

A validacdo do método seguiu as normativas brasileiras, descritas na
Resolugao da Diretoria Colegiada - RDC N° 166, de 24 de julho de 2017 baseadas
na repetibilidade, reprodutibilidade e estabilidade dos resultados obtidos, com
adaptacoes. Para validagcao foram utilizadas amostras de um mesmo voluntario.

A linearidade do método foi realizada pela diluicao seriada (1/2; 1/4; 1/6; 1/8
e 1/10) de um pool de amostras padrdes, e analisadas pelo coeficiente de correlagcao

(R?) e média de recuperacdo. Para analisar a seletividade ou a influéncia de
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interferentes nos resultados obtidos para hemoglobina, metahemoglobina e
Substancias Reativas ao Acido Tiobarbittrico (SRAT) cada amostra foi analisada em
3 réplicas mais brancos por amostra (papel sem amostra; e amostra de sangue
diluida e sem reagentes) analisados em comprimentos de onda especificos para
cada analito. Para determinar a repetibilidade (precisao intradiaria) foram realizadas
réplicas (n=5) da mesma amostra pelo mesmo analista no mesmo dia e os resultados
foram expressos pelo grau de dispersao entre medi¢cdes independentes a partir de
uma mesma amostra e representada pelo desvio padrao relativo. A reprodutibilidade
foi determinada pela preciséo inter-dia, com réplicas (n=5) realizadas em dia
diferentes de amostras do mesmo individuo, e foram analisados a dispersado dos
resultados obtidos nas mesmas condicdes operacionais entre as analises das
réplicas.

Para testar a estabilidade das amostras coletadas pelo método de sangue
seco em papel as analises foram repetidas em cinco tempos distintos para verificar
a diminuicdo dos valores obtidos de hemoglobina e aumento dos valores de
Metahemoglobina e SRAT devido a oxidagao, ja esperada. Os tempos foram: Oh, 2h,
4h, 6h e 24h apds a coleta das amostras.

2.9.ANALISE INSTRUMENTAL DAS AMOSTRAS POR METODOS DE ROTINA
As analises das amostras foram realizadas no Laboratério de Quimica Organica
e Bioquimica da Universidade do Estado do amapa.
2.10.DOSAGEM DE HEMOGLOBINA E METAHEMOGLOBINA
A dosagem de hemoglobina e metahemoglobina foram determinadas pelo
método colorimétrico, sendo apds a extragdo das amostras dos cartbes, e com as
amostras ja diluidas em agua realizada a leitura da absorvancia em um

espectrofotbmetro UV (UV-M51, BEL Eng.®, ltalia) na faixa de 540nm para
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hemoglobina e 630nm para metahemoglobina, para o branco foram utilizados
apenas o solvente de diluicdo das amostras. As concentragcdes de hemoglobina
foram determinadas por coeficiente de extingdo molar 2,2 x 105.M'.cm™. A
porcentagem de metHb (%metHb) foram determinadas pela equacao %metHb =
As30nm/As40nm*100 (VITOR et al., 2016; YU et al., 2020).
2.11. DOSAGEM DE SUBSTANCIAS REATIVAS AO ACIDO TIOBARBITURICO

Para a dosagem de substancias reativas do acido tiobarbiturico (SRAT), apés
a dosagem de hemoglobina e meta-hemoglobina a amostra foi adicionada a um novo
tubo de ensaio contendo 200uL de acido tricloroacético (TCA 15%) e
homogeneizada por 10 segundos em um agitador tipo vortex e em seguida
centrifugada por 3 minutos a 3000 RPM. Apdés a centrifugacdo o material
sobrenadante foi transferido para um novo tubo de ensaio, seguida da adicdo de
1000uL de acido tiobarbiturico diluido em TCA (0,73%/15%). A amostra foi aquecida
em banho-maria por 60 minutos e em seguida adicionada 800uL de alcool butilico
(butanol), agitado por 10 segundos em agitador tipo vortex e centrifugado por 3
minutos a 3000RPM. Apéds a centrifugacgéo foi realizada a leitura da absorvancia do
material sobrenadante em espectrofotémetro na faixa de 535nm (UV-M51, BEL
Eng.®, Italia). Os valores TBARS foram calculados pelo coeficiente de extingao
molar de TBARS de 1,56 x105.M-'.cm™'. E os valores foram expressos em pmol de
equivalentes de MDA/g de Hb (BEZERRA, F. J. L. et al., 2004).

2.12. ANALISES ESTATISTICAS

As analises descritivas foram realizadas no Microsoft Excel® versao 2007. As
amostras foram divididas em dois grupos, um grupo que trabalham em postos de
combustivel (Estudo ou exposto; n=8) e um grupo de pessoas que nao trabalham

em postos de combustivel (Controle ou ndo exposto; n=32). De posse dos dados foi
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realizada a estatistica descritva dos valores obtidos para hemoglobina,
metahemoglobina, e SRAT, obtendo assim os valores das médias, maximo, minimo
e desvio-padrao.

Para avaliar se existiu diferenca significativa entre os valores obtidos entre os
dados dos dois grupos analisados, Controle e Estudo, os dados foram analisados
pelo Test t, caso os dados sejam paramétricos, ou pelo teste de Mann-Whitney, caso
os valores dos dados sejam nao-paramétricos. O nivel de confianga adotado para
todas as analises sera de 95%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1.DESENVOLVIMENTO E VALIDAGCAO DO DISPOSITIVO DE COLETA

Em nosso estudo, apds analises de adsorgao e secagem dos papéis testados,
escolhemos papel de filtro Papel de Filtro Qualitativo 250g/m? (grau 3, circulos, 125
mm de didmetro) como uma matriz para manchas de sangue, que apresentou
melhores resultados (dados ndo mostrados). Varios estudos que mostraram
adequacao de papéis de filtro de grau especifico para coleta de amostras de sangue
na técnica de sangue seco estao disponiveis (BECK et al., 2018; LUCKWELL et al.,
2013; MANAK et al., 2018). O uso de filtro papéis em vez de discos especializados
torna o método mais acessivel para muitos pesquisadores, uma vez que o discos
especializados pode ser de acesso limitado e elevado custo (NAVALE; PATEL,;
TANDEL, 2020).

Ao analisar o uso de antioxidante, verificou-se que o uso de compostos com
atividade antioxidante previu a oxidagcao das moléculas, evitando aumento dos niveis
de SRAT e %metHb nas primeiras horas (Figura 1). Foram avaliadas a adi¢cao prévia
de BHT e &cido ascdérbico, antioxidantes comerciais de baixo custo. O acido ascérbico

€ um antioxidante endégeno com participagdo na fase aquosa, atuando,
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principalmente devido a sua elevada polaridade, na regeneracao de tidis e
neutralizacao de espécies reativas de oxigénio que nao foram neutralizadas por
antioxidantes lipofilico (FREI;, ENGLAND; AMES, 1989; PANDAY; KAR; KAVDIA,
2021). O BHT € um antioxidante sintético, com polaridade intermediaria, que permite
a permeabilidade na membrana plasmatica atuando em fase aquosa e lipidica. O
potencial antioxidante dos dois aditivos testados é similar, porém possivelmente
devido as caracteristicas fisico-quimicas e polaridade, o BHT se mostrou com
melhores resultados (LANIGAN; YAMARIK; ANDERSEN, 2002).

Figura 1 — Curvas de estabilidade dos analitos hemoglobina (Hb; A), metahemoglobina
(%emetHb; B) e substancias reativas ao acido tiobarbittrico (SRAT; C) nas amostras

de voluntarios coletadas em dispositivos de papel filtro 250g/m? com acido ascoérbico
(50 pg/disco; azul) ou BHT (50 pg/disco; laranja), entre 0 — 24h apés a coleta.
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O BHT em dispositivos de coleta de sangue seco com a acao de
antioxidante/preservante é muito utilizado, principalmente para conservacdo de

vitamina E e outras vitaminas lipossoltveis (ARREDONDO; CRAFT, 2016; RUBIO et
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al., 2020), e inibicao da oxidacado de acido graxos poli-insaturados (BASTANI;
GUNDERSEN; BLOMHOFF, 2012; KANDAR et al., 2016; METHEREL et al., 2013),
todavia ndo foram encontrados na literatura ensaios que associem os efeitos
antioxidantes do BHT a quantificacao de %metHb ou SRAT por amostragem em
sangue seco, sendo este o primeiro trabalho deste tipo.

Assim, optou-se pelo uso de BHT (50 pg/disco) como antioxidante/preservante
para manutencdo dos niveis de SRAT. Ja para %metHb, ndo foi possivel com os
antioxidantes e concentracées testadas prevenir a conversdo da Hb em metHb. Desta
forma, recomenda-se o uso do dispositivo de coleta desenvolvido no presente artigo
para avaliagdo de biomarcadores de lipoperoxidagédo, uma vez que estes marcadores
de efeito mais sensiveis e possuem boa correlagdo com os niveis de %metHb
(PALMEN; EVELO, 1998).

Apds o desenvolvimento do dispositivo de coleta e determinagéo das variaveis
do tipo de papel e preservante, procedeu-se a validagdo. Todos os analitos estudados
apresentaram coeficientes de linearidade satisfatorios (R? > 0,98) e a recuperagéo
percentual média para as amostras de sangue seco diluidas 2, 4, 6, 8 e 10 vezes
foram cerca de 87 — 98%, 99 — 108%, 82 — 106%, 88 — 112% e 85 — 108%, indicando
linearidade por diluicao aceitavel (80-120%). A seletividade foi determinada em pool/
de amostras de voluntarios, e também foi determinada em todas as amostras do
estudo, assim os papéis, reagentes ou amostras utilizadas no presente estudo nao
apresentaram presenga de interferentes nos métodos propostos, com as
concentragdes nos brancos sendo determinadas entre 0,02% - 0,16% do valor
observado nas amostras para cada analito, dentro limite de aceitagdo de < 5%.

A precisdao do dispositivo € definida como a proximidade de medidas

individuais de um analito quando o procedimento € aplicado repetidamente a multiplos
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aliquotas de volume homogéneo Uunico de produtos biolégicos na matriz. A
repetibilidade do dispositivo desenvolvido foi estudada por precisao intradiaria e a
reprodutibilidade dispositivo por precisao inter-dia. Cinco réplicas de cada amostra
foram realizadas e foram observados os desvios padrdes relativos. A Precisao
intradiaria para as amostras coletadas do mesmo voluntario no mesmo dia
apresentaram as médias de DPR dentro da faixa de aceitacao de + 15%, para Hb e
SRAT/Hb. Até 4h ap6s a coleta, o desvio padrao relativo (DPR) encontrado esta entre
548 — 12,59% e 0,69 — 8,33% para Hb e SRAT/Hb respectivamente. Os dados de
DPR para %metHb nao atenderam os parametros de repetibilidade apés 2h (16,54 —
17,41 %) para precisao intra-dia.

A reprodutibilidade foi analisada entre analistas diferentes, utilizando as
amostras coletas do mesmo voluntario em dias diferentes (<5 dias). Foram
observados DPR abaixo do limite aceitavel de 20% para Hb e SRAT/Hb (17,35 —
18,08% e 3,79 — 16,86%, respectivamente). Ja para %metHb o dispositivo ndo se
mostrou reprodutivel entre os dias (19,25 — 20,88 %). A estabilidade das amostras foi
novamente avaliada (n=5) nas condi¢des estabelecidas para uso do dispositivo e
observou-se estabilidade das concentragbes de Hb e SRAT/Hb até 4 h apos a coleta
das amostras (DPR > 15%), dentro da faixa de aceitacdo de + 20%. Corroborando
com os dados obtidos no desenvolvimento do dispositivo, optou-se por utilizar o
arranjo de papel de filtro qualitativo de 250g9/m? com o antioxidante/preservante BHT
no periodo de até 4 horas apds a coleta das amostras, limite que resultados se
mostraram mais homogéneos.

Dentre os limitantes do desenvolvimento e validagcdo do dispositivo de coleta
de sangue seco é valido relatar que o presente estudo obteve resultados satisfatorios

para o que foi proposto, mas ainda se faz necessario a aplicacdo do método em um
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grupo de estudo com tamanho amostral maior (estudo populacional) para que seja
possivel testar a exatiddao do método, assim como para verificar a eficacia da
seletividade ao ser aplicado em populagdes que fazem uso de certos medicamentos,
alcool ou drogas ilicitas, pois tais substancias ja tem conhecidos efeitos oxidativos no
corpo humano (FINKEL; HOLBROOK, 2000; SIES, 2015).
3.2. COMPARACAO ENTRE SANGUE VENOSO E SAGUE SECO
O dispositivo desenvolvido e validado foi desenhado para coleta capilar, ou
seja, sangue arterial. Porém, as coletas convencionais para determinacdo dos
analitos propostos no estudo € por puncao venosa. Com isso, para determinar a
validade dos resultados obtidos pelo dispositivo versus dados obtidos por coleta
padrao, foram realizados estudos de equivaléncia em todas com todas as amostras
(n=40). A amostra incluiu 40 participantes de varias idades, ambos os géneros
binarios, valores de IMC e idades (Tabela 1).

Tabela 1 — Caracteristicas da amostra de participantes da pesquisa para os
dois grupos em estudo, controle e exposto (n=40).

Controle (n=32) Expostos (n=8)
(% média + DP) (% média + DP)
Idade (anos) 308 33+8
IMC (kg/m?) 262+55 246+35
Género
Mulher 56,3 50
Homem 43,7 50

As médias, desvios padrao e valores minimos e maximos para os dados brutos
obtidos no sague seco e valores séricos para Hb, %metHb e SRAT sdo mostrados

na Tabela 2.
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Tabela 2 — Distribuicdo das médias (n=40), desvio padrdo e limites das
concentragdes de hemoglobina (Hb), porcentagem de metahemoglobina (%ometHb)
e niveis de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (SRAT).

Analito (unidade) Tipo de coleta Média DP Limite Limite
minimo maximo

Hemoglobina Sangue seco 15,63 2,09 9,11 21,08
(g/dL) Pung&o venosa 14,35 275 7.11 22,97
Metahemoglobina Sangue seco 2,75 0,68 1,41 4,04
(%) Pung&o venosa 22,92 0,72 0,93 3,98
SRAT Sangue seco 6,32 5,17 1,71 16,92
(umol/g) Puncao venosa 6,85 473 3,41 16,88

SRAT (umol/g): umol de equivalentes de malondialdeido por g de Hb; 2 diferenca estatistica
entre os resultados obtidos para pungéo venosa e sague seco p < 0,05.

Com os resultados obtidos através das comparagdes entre os tipos de coleta
apenas observamos diferenca estatistica entre as determinagdes das concentragbes
de %metHb. A Hb tem fungdes além de transportar oxigénio para os tecidos e regula
o ténus vascular e a inflamacao por meio de um par redox com metHb. A Hb possui
ferro na valéncia reduzida Fe (ll) e a metahemoglobina possui ferro na valéncia
oxidada Fe (lll), com energia livre capaz de produzir agua a partir do oxigénio. A
oxidagao da Hb em metHb é uma reacao esponténea, que ocorre na presencga de
gas oxigénio, com produg¢ao de anion superoxido, com indu¢ao da reagao entre os
radicais livres de cations de hidrogénio e a formacgéao de peroxido de hidrogénio, que
leva a degradagéo da metHb em ions ferro livre e anel porfirina, que justifica a
reducéao alteragdes das %metHb nas amostras coletadas no sangue seco (FOSSEN

JOHNSON, 2019; UMBREIT, 2007).
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Figura 2 — Dispersdao das médias de dados (n=3) das amostras coletadas por
puncado venosa (laranja) ou sangue seco (azul) para as determinagbes de
concentracao de hemoglobina (Hb; g/dL) (A, controle; B, exposto), porcentagem de
metahemoglobina (%metHb) (C, controle; D, exposto) e concentracdo de
Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (SRAT/TBARS; umol/g) (E, controle; F,

exposto).
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Os resultados obtidos quando comparamos os diferentes métodos de coleta

dentro do mesmo grupo, exposto ou controle, apresentaram dispersdo homogénea

dos dados das concentracdes de hemoglobina (Figura 2A e 2B) e SRAT (Figura 2E e

2F), porém a dispersdo dos dados para %metHb (Figura 2C e 2D) demonstra

tendéncia de aumento dos valores no grupo controle e exposto coletado por sangue

seco (p <0,05), devido a oxidagdo da Hb em metHb. O padrdo de diminuigcdo dos



42

valores no sague seco em papel ndao € evidente nas dispersdes para os dados de
concentracao de Hb, devido a alta concentracao deste analito em relacao a metHb.
As analises de correlecao (Figura 3) entre os valores obtidos em amostras de
sangue seco e puncao venosa foram realizadas apds a normatizacao dos resultados
de %metHb e SRAT pela concentracdo de Hb, minimizando as influéncias da
desidratacao das amostras do sangue seco e o aumento de concentracao dos analitos
observada nas coletas com este tipo de dispositivo.
Figura 3 — Correlagdes, linhas de tendéncia e equacgdes da reta dos resultados de

média (n=3) das amostras coletadas por pun¢édo venosa (X; sangue venoso) e por
sangue seco em papel (Y; sangue seco) para %metHb e concentracdes de SRAT.
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Na figura 03, graficos de regressao linear, foi plotado os resultados obtidos das
analise de %metHb e SRAT provenientes dos dois métodos de coleta, abrangendo os
todos os individuos participantes do estudo (n=40), e obteve-se uma correlacéo,
considerada forte (R? = 0,9343), para as concentragbes de SRAT, desta forma
demonstrando que é possivel substituir o método de coleta tradicional pela coleta de
sangue seco em papel para analises de substancias reativas ao acido tiobarbitarico
com normatizacao pela concentracao de Hb e desta forma é possivel o uso na triagem

de populagdes e estudos populacionais.
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3.3. APLICACAO DO DISPOSITIVO DE COLETA EM SAGUE SECO

De acordo com os resultados obtidos no desenvolvido e validagdo do
dispositivo e analise da correlacao/intercambialidade dos dados entre as duas formas
de coleta, é possivel afirmar que o dispositivo desenvolvido e validado no presente
estudo pode ser utilizado para determinacdo das concentragdes de Hb e SRAT,
devendo realizar a normatizacao das concentracdes de SRAT pelas concentragdes
de Hb, obtendo ao final o resultados intercambiavel, com forte correlacdo em umol, de
equivalentes de malonaldeido/g de Hb.

Nosso estudo fornece validagao adicional para o uso da metodologia de sangue
seco para analise de Hb, %metHb, e coleta de biomarcador SRAT, contribuindo para
a crescente literatura sobre a validacao de biomarcadores por esta metodologia (por
exemplo, BRINDLE et al., 2010; CRIMMINS et al.,, 2014; LACHER et al., 2013;
SAMUELSSON et al., 2015). O presente estudo permitiu a intercambialidade de
valores de sangue seco com equivaléncia aos valores de soro pela normalizagdo com
uso da concentracdo de Hb, que argumentamos como possibilidade de permitir a
interpretacéo dos valores sangue seco em uma escala clinica, com a capacidade de
fornecer valiosos dados de diagnésticos e preditivos de biomarcadores de risco de
exposicao ocupacional. Este método de normatizagdo para equivaléncia de valores
permite a identificacdo e consideragdo de fontes pré-analiticas de erro nos valores
finais, assim as amostras de sangue seco exibem maior variagéo e erro de ensaio
para os analitos testados, sugerindo que sangue seco pode ter maior utilidade em
estudos de grupo ou populagdo e podem ser menos Uteis em estudos individuais e
para decisdes clinicas do que as amostras de punc¢ao venosa padréo. Um diferencial
particular do presente estudo € a sua demonstracdo através do uso de amostras

controles, que comprovaram a estabilidade das amostras e permanecem
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razoavelmente constante ao longo do tempo, particularmente para o analito SRAT. O
método de sangue seco permite uso para ensaios de biomarcadores a serem
implementados em estudos usando amostras maiores de base comunitaria e aqueles
gue visam populagcées mais vulneraveis, ampliando a aplicabilidade e generalizacao
do uso de biomarcadores na pesquisa de exposi¢cao ocupacional.

Assim, o dispositivo foi aplicado no diagndstico de trabalhadores de postos de
gasolina através do estudo piloto de duas populagdes, Controle e Estudo, como
esperado, nao é possivel utilizar a técnica de sangue seco em papel para dosagem
de metahemoglobina (Y%ometHb).

Observamos que os niveis de SRAT nas amostras coletadas pelas amostras
em sague seco ou punc¢ao venosa nao diferiram entre si, todavia ao comparar os
grupos, controle e exposto (estudo), foram observados niveis elevados de SRAT no
grupo exposto (Figura 4). As SRAT avaliam a intensidade do processo de
lipoperoxidagao. A oxidagao de lipideos de membrana consiste em uma cascata de
reacdes resultantes da acao de espécies reativas de oxigénio (ERO) sobre os lipidios.
O processo € iniciado pela reagdo de um radical livre (RL), geralmente derivado do
oxigénio molecular, com um acido graxo insaturado, sendo esse processo propagado
por radicais peroxilas, gerando ao final dieenos e aldeidos. As SRAT, sao bases de
Schiff formadas entre o acido tiobarbitirico e os aldeidos presentes na amostra,
principalmente o malonaldeido (MDA), um dos principais produtos da
lipoperoxidagéo(SU et al., 2019). E sabido que os combustiveis fosseis sdo fonte de
xenobioticos, com potencial oxidante, tais como benzeno, hexano e tolueno (BABU;

KRISHNA; MANI, 2017; BEZERRA, A. C. de M. et al., 2019).
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Figura 4 — Dados das concentracdes de substancias reativas ao acido tiobarbituricos
(SRAT; umol/g) em formato de blot spot (mediana + erro) para as amostras coletadas
por puncao venosa (A) ou sangue seco (B). *** diferenca estatistica de p < 0,001.
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Em consonancia com essas descobertas, muitos estudos relataram que a
exposicado ao benzeno, tolueno e xileno aumenta a producgao intracelular de EROs e
diminuicao da capacidade antioxidante, que por sua vez pode danificar
macromoléculas intracelulares, principalmente os lipidios de membrana (PILAPONG,;
PONGPIAJUN; MANKHETKORN, 2015; XIA et al., 2017), assim a exposicao
ocupacional sem equipamentos de protecao individual (EPI) pelos frentistas, uma
realidade do presente estudo (em sua totalidade os trabalhadores nao tinham EPIs),
evidenciou que houve danos oxidativos significativo nesta amostra avaliada.

Figura 5 — Dados das porcentagens de metahemoglobina (metHb; %) em formato de

blot spot (mediana * erro) para as amostras coletadas por pungéo venosa (A) ou
sangue seco (B). ** diferenca estatistica de p < 0,005.
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Neste estudo, também descobrimos que a capacidade antioxidante sérica
sistétmica no grupo exposto apresentou tendéncia de aumento em relacdo aos
controles, devido a oxidagao de proteinas plasmaticas, em especial a Hb, no grupo
exposto foi significativamente maior do que nos controles para as amostras do sangue
seco em papel, confirmando a tendéncia (p <0,005). Todas essas descobertas
denotam que atendentes de postos de gasolina tém maior nivel de oxidacao ou
maiores niveis de estresse oxidativo em comparagao com aqueles que nao trabalham
nessas estacdes. Uma diminuicao significativa na capacidade antioxidante sistémica
pode ser atribuido ao consumo de antioxidantes endégenos e exégenos em varios
papéis protetores contra oxidantes (ANLAR et al., 2017; WALDMAN; RENTERIA,;

MCALLISTER, 2020).

4. CONSIDERAGCOES FINAIS

Um dispositivo eficaz foi desenvolvido para a quantificacdo de SRAT em
sangue seco em e a estabilidade deste marcador foi analisada usando esta plataforma
de coleta de amostra. Usando amostras sangue seco em cartdes pré-condicionados
com BHT foram obtidos resultados ideais para reduzir a auto-oxidacao e foi evitada a
degradacao dos analitos ou formacédo de interferentes. Este método € sensivel,
especifico, eficiente e pode medir com precisdo as concentragcdes de substancias
reativas ao acido tiobarbitirico em amostra de sangue seco, com intercambialidade de
resultados para dados obtidos por pungdo venosa usando a normatizagao dos dados
pela concentragao de Hb. Assim, oferece uma abordagem diagnéstica para medir SRAT
por um novo dispositivo de coleta de amostra que € menos invasivo do que a coleta
convencional e podem ser usados no futuro para avaliar quantitativamente os niveis de

estresse oxidativo e exposicao ocupacional em grandes populagdes.
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CONSIDERACOES FINAIS

De posse dos dados obtidos durante o periodo de validag@o, e que se confirmaram na
aplica¢do do método em campo tanto em pessoas do grupo controle quanto do grupo de estudo,
ndo havendo limita¢@o de idade ou sexo, foi possivel concluir que o método de coleta de sangue
seco em papel se mostra como alternativa viavel para dosagem de substancias reativas do acido
tiobarbitirico-SRAT como biomarcador de estresse oxidativo no sangue, pois apresentou
resultados satisfatorios e que seguem a mesma tendéncia de valores obtidos para a mesma
analise, mas com o sangue sendo coletado da forma tradicional em tubos de coleta com EDTA.
Devido ao tamanho amostral do grupo de estudo ter sido muito reduzido, recomenda-se que
seja feito um estudo com um grupo amostral maior para que se possa avaliar a estabilidade,

robustez e exatiddo do método.
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ANEXOS

ANEXO A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
(Reésolucio 466/2012 CNS/CONEP)

Ofa) sria) estd sendo comvidado(a) a partictpar da pesquisa infitulada “DESENVOLVIMENTO E
VALIDACAO DE TECNOLOGIA DE AMOSTRAGEM DE SANGUE SECO PARA TRIAGEM DE POPULACOES
A PARTIR DA DOSAGEM DE BIOMARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVOD™ e estd sendo desenvolinda por
Dame] Ricardo Dias Alves, aluno de mestrado do Programa de Pos-Graduacdo em Cigncias Ambientais da Umversidade
Federal do Amapa.

0O objetive deste trabalho & verificar 2 possibilidade do uso da técnica de coleta de sangue seco em papel para
tmagem de populacdes a partir da dosagem de biomarcadores de estresse oxidativo. A sua participacdo na pesguisa terd
grande 1mportineia pois ajudars na determinagfo dos riscos de exposi¢io aos zenobicticos (compostos guimicos
ssranhos o0 orgamsme bumano. como o3 combustivels), em trabathadores de postos de combustivels.

Inicialmente,. serio solicitadas algumas informacdes sobre o seu estado de saude, os seus hibitos e
o sen tempao de trabatho no posto. Em seguida. ocotrerd a colefa de sangue de dois locais diferentes: da ponta
de nm dedo da mio e da veta do seu brago. Essas coletas serfio mmnito mmportantes para se defterminar a
cuantidade de compostos quimicos estranhos que estio presentes em s2u organismo e assim saber o sen
nivel de exposicio.

A pessoa que colefard 0 sew sangue @ habilitada a utilizar os procedimentos adequados para nio
haver riscos para ofa) srfa). Entretanto, observamos que hi a possibilidade de ocormrer riscos e desconfortos
relacicnados & coleta de sangue. ainda que raros e passageiros. como dor localizada, hematoma. desmaio e
wfeccio.

Os dadog pessoais e os termos de consentunento serio mantidos em total seguranca. € apenas o
pesquisador terd acesso a essas informacdes. Os seus dados de dentificacdo serio mantidos em sigilo. e so
serio utilizados para estudos estatisticos, no nivel coletivo.

Sua participacio € voluntina e ofa) si{a) pode interromper a entrevista mesmo depois de ter
concordado em participar. Ofa) sr(a) tem liberdade para n3o responder a qualquer pergunta do guestioninio.

Caso ofa) sr{a) tenha qualgquer dinvida sobre esta pesquisa pode entrar em contato com o pesquisador afraves
do telefone: (94) 981064150 O(a) senhor(a) tambénm podera entrar em: contato com o Comité de Eti.i_:a em Pesquisa
{CEP) da Universidade Federal do Amapa Fodowia JE. s'/n — Baime Marco Zero do Equador - Macapa/AP, para obter
informacdes sobre esta pesquisa e'ou sobre a sua participacio, através dos telefones 4009-7804, 4009-2803.

Dezde ja [he agradeco!

Data: !

Diantel Ricardo Dhas Alves — Pesquisador
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Considerande, que fin mformadofa) dos objetivos e da relevancia do estudo proposto, de como sera
munha participagdo. dos procedimentos e nscos decomentes deste estudo, declaro o men consentmento em
participar da pesquisa. como tambem concorde que os dados obtidos na mvestigagdo sejam utilizados para
fins cientificos {divulgacio em eventos e publicagtes). Estou ciente gue receberel uma via desse documento

Macapa, de de 2020,

Acsmatura do participante Polegar diraito {case nio assina)
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ANEXO B
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAPA-UNIFAP
Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias Ambientais-PPGCA
Rod. Juscelino Kubitschek, km 02 -Jardim Marco Zero, Macapa - AP

Desenvolvimento e validacdo de tecnologia de amostragem de sangue seco para triagem de populagdes a partir da dosagem de biomarcadores de estresse

oxidativo
ICaracterl’sticas sdcio demogréficas, de satde e laborais I |:| N2 de identificagdo
1 Idade(anos):
2 Género: masc. :l fem. El Outros
3 Estado civil: Casado(a)/unido consesual Solteiro(a) :l Divorciado(a) :l Separado(a) :l Viavo(a)
4 N2 de filhos:
5 Escolaridade Educagdo basica :l Ensino médio :l Ensino superior

6 Renda pessoal mensal: RS
7 Renda familiartotal: RS

8 Tabagismo: Fumante | | Ex—fumante| | Ndo fumante
9 Atividade fisica: Nenhuma Até 2 vezes por semana |:| 3 ou mais vezes por semana
10 Consumo regular de bebidas alcodlicas: Sim Ndo
11 Uso de medicamentos para hipertensdo arterial: Sim Nado
12 Uso de medicamentos para diabetes: Sim Ndo
13 Uso de medicamentos para disttrbios do sono: Sim Ndo
14 Uso recente de vermifugo ou antibidtico: Sim N3o
15 Uso de insenticidas em casa: S

16 Presenga das seguintes doengas cronicas: Diabetes

17 Horas de sono:
18 Dieta equilibrada: |:|_ Sim :l
19 Peso(em quiligramas):

20 Altura(em metros):

21 Mora em regido altamente poluida: :l
22 Que fungdo exerce:

N3o

Sim

23 Ha quanto tempo trabalha(em anos):
24 Por quanto tempo se expoem por dia(em horas):

25 Por quanto tempo se expoem por semana(em dias):
26 Se alimenta no local de trabalho:

27 Consome agua no local de trabalho:
28 Tem estresse emocional no trabalho:

Sim
Sim
Sim

29 Faz uso de equipamento de protegdo individual-EPI:

Sim Ndo



ANEXO C

LA E-mpl de Usperrimiade dn Tdnin de B - LF ] Kmmircmrsts prfa adevm s

uﬂ l Gabriel Araugo da Silva < gabsiel silvaiueap, edu. b

TR DU N R

tSEH} Agradecimento pela submissio
1 manEIgem

Prof. Dr. Sikvio Carlos Rodriguses <sistematay . B 8 dw mako de 071 1RET
Fara: GABRIEL ARALLIO DA SILVA <gabriel 5 iR g b

GABRIEL AR DA SiLVA,

ﬁm.m‘hﬁ Eabalho "DESENVOLVIMENTD E mciﬂm COLETA DE AMOSTRA DE
SANGUE SECO PARA ESTIMATIVA DE BIOMARCADORES DE ESTRESSE QUIDATIVO. METAHEMOGLOBINA £
MALONDALDE DO, PARS USO EM ESTUDGS POPULACIKINAIS para a revista Sociedade & Natureza,
Acompanhe o progresso a sua submisaio por meso da interfaos de administragio do sisterna, dapanivel s

URL da submmslo hiip e sear ufu befindea phplsesed sdensturssalsutharDashboars yubmssionS 1 311
Login: gabriel_ard

Em caso de dindidas, antre ecn 0onlato vie e=mad.

AGFMESETEE Ul UTA vEZ CONLSESF ROEEd FEviEll 0dfnG Mo g SOMparihi” eu rabalhs

Curta # comparing nossa pigina no facebook: hitps wew facebook.comis Lsdeenatureza’
Siga s nsas pu'bhﬁ:;ﬁ-i:m Telwgram: hmitmrhuidﬁdumlu

Frof Dr. Givio Canos Rodnigues

Wl e e AT Sty g i bpes] gyt | 142 pimmz £ 2
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