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RESUMO

ALMEIDA, D.S. de. Estudo da exposicao pessoal ao material particulado atmosférico em
Londrina. 2016. 83 p. Dissertacdo (Mestrado). Programa de Pds-Graduagdo em Engenharia
Ambiental (PPGEA), Campus Apucarana/Londrina, Universidade Tecnoldgica Federal do
Parand. Londrina, 2016.

A exposicdo humana a poluentes atmosféricos causam efeitos adversos a saude. As &reas
urbanas com alta densidade populacional e fluxos de veiculos elevados sdo regides criticas.
Os poluentes do ar sdo onipresentes, e certo nivel de exposicdo é inevitavel, varidvel e
dependente de uma série de fatores ambientais e individuais de cada um. O presente trabalho
visou medir e avaliar a exposicao pessoal ao material particulado atmosférico por individuos
da cidade de Londrina em um estudo com 30 voluntarios de 6 classes de ocupacéo. Utilizando
monitores pessoais de concentracdo de material particulado atmosférico foram medidas as
concentragdes em massa e nimero de particulas no ar inalado. Células bucais dos voluntarios
foram coletadas antes e ap6s a exposicao para a determinacdo da genotoxicidade pelo teste do
cometa. Foram realizadas campanhas de amostragem no inverno, em rotas georreferenciadas
que variaram de acordo com a rotina de cada individuo. A partir das concentra¢cdes medidas,
tempo de exposicdo e massa corporal foram calculadas as doses recebidas individualmente.
As concentracGes em massa (média de 8 h) encontradas para 0s voluntarios variaram de 2,41
a 34,07 ug m para MP1, e de 23,11 a 11060,54 pg m™ para 0 MPy. As concentragdes em
nimero de particulas encontradas variaram de 14 a 183 particulas cm™ para 0 MPg3; para o
MP,s elas variaram de 0,20 a 27 particulas cm™. A categoria Construcdo e Industria
apresentou as doses recebidas mais elevadas, enquanto o setor Administrativo apresentou as
menores. Atraves do teste de Kruskal-Wallis foi verificado que ha diferenca significativa de
danos no DNA nas classes Comércio, Construgdo e Indastria e Transporte, quando
comparadas ao controle (classe Administrativo). O modelo que melhor se adequou aos dados
foi o Binomial Negativo, indicando associa¢do positiva, principalmente das classes de
ocupacdo e nimero de particulas com os danos ao DNA das células bucais. Os resultados da
simulacdo de deposicdo pulmonar a partir das concentracdes obtidas na amostragem
indicaram que nos voluntarios onde o didmetro predominante das particulas era menor, a
fracdo depositada no pulméo foi maior, embora a concentracdo em massa fosse maior. Os
resultados obtidos evidenciam a relevancia do tamanho das particulas e composi¢do quimica
nos efeitos a salde, a importancia de medidas de exposicdo pessoal para estudos
epidemiolégicos em saude e a viabilidade deste tipo de amostragem pessoal, porém para
resultados mais significativos é recomendavel a ampliacdo deste estudo.

Palavras-chave: Poluicdo do ar, avaliacdo de exposicdo, material particulado fino, salude
humana, genotoxicidade.



ABSTRACT

ALMEIDA, D.S. de. Study of personal exposure to airborne particulate matter at
Londrina. 2016. 83 p. Dissertation (Master degree). Environmental Engineering Master
Program (PPGEA), campus Apucarana/Londrina, Federal University of Technology - Parana.
Londrina, 2016.

The exposure to air pollutants in humans causes damage effects on health. Urban areas with
high population density and high vehicular flows are critical regions. Air pollutants are
omnipresent, and some level of exposure is inevitable, variable and dependent on a number of
environmental and individual factors of each. This work aimed to measure and assess
personal exposure to airborne particulate matter by individuals in Londrina with 30
voluntaries from 6 occupation classes. Using personal monitors the concentration of airborne
particulate matter concentrations were measured in mass and number of particles in the
inhaled air. Buccal cells of the volunteers were collected before and after exposure to the
determination of genotoxicity by Comet assay. Sampling campaigns were carried out in
winter with georeferenced routes that varied according to the routine of each individual. From
concentrations measured, time of exposure and body weight the received doses were
calculated individually. The mass concentrations (average of 8 hours) found in the volunteers
ranged from 2.41 to 34.07 pg m™ for MPyo and 23.11 to 11060.54 pg m™ for PMy. The
concentrations in number of particles found varied from 14 to 183 particles cm™ to MPy 3; for
PM, 5 they varied from 0.20 to 27 particles cm™. Construction and Industry category showed
the highest doses, while the administrative sector had the lowest. Using the Kruskal-Wallis
test was found a significant difference of DNA damage in classes Trade, Construction and
Industry and Transportation, when these were compared with the control group
(Administrative class). The model best suited to the data was the Negative Binomial,
indicating positive association, mainly of the occupation class, number of particles with
damage to DNA from buccal cells. The results of the lung deposition simulation from the
concentrations obtained in the sample show that in volunteers where the predominant particle
diameter was smaller, the fraction deposited in the lungs was higher, although the bulk
concentration was higher. The results show the importance of particle size and chemical
composition on the health effects, the importance of personal exposure measurements for
epidemiological studies on health and the feasibility of this type of personal sampling, but for
more significant results it is recommended the magnification of this study.

Keywords: Air pollution, exposure assessment, fine particulate matter, human health,
genotoxicity.
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1. INTRODUCAO

O crescimento descontrolado da populacdo e consequentemente das areas urbanas tem
exigido grandes demandas de energia e producdo dos mais diversos produtos, atualmente
considerados necessarios para a sobrevivéncia do homem. Como consequéncia disso, um
maior nimero de poluentes estd sendo gerado em todo o planeta, causando danos aos
materiais, a fauna, flora e também a salde das pessoas.

Muitos estudos atualmente tém relacionando a poluicdo do ar a danos causados a
salde humana, pois a poluicdo atmosférica compromete a qualidade de vida e o bem-estar da
populacéo (ARBEX, et al., 2011; COELHO e SALDIVA, 2011; KAMPA e CASTANAS,
2008; POPE III, et al., 2002; BERNSTEIN, et al., 2004).

Estudos epidemioldgicos mostraram consistentes efeitos agudos adversos a salde
devido a poluicdo do ar e, em particular, a poluicdo gerada pela atividade veicular ao sistema
respiratério humano (ARBEX et al., 2011). A exposicdo a poluicdo do ar € determinada pela
concentracdo de poluentes no ar ambiente onde as pessoas permanecem e o0 tempo de
permanéncia. A determinacdo da exposicdo total pode ser essencial para a avaliacdo dos
efeitos a saude (WHO, 2006).

As metodologias de amostragem estdo evoluindo gradativamente com objetivo de
melhorar a eficacia dos dados obtidos. Os amostradores pessoais de poluentes atmosféricos
atualmente estdo sendo amplamente empregados em todo o mundo (WALLACE et al., 1985;
OZKAYNAK et al, 1996; WILLIANS et al., 2000; GULLIVER e BRIGS, 2004; VLIET et
al., 2013; SPINAZZE et al., 2015).

1.1 O material particulado e a saude

Poluentes afetam cada grupo de individuos diferentemente. A salide depende nao sé de
fatores ambientais, mas também de fatores variados, tais como: hereditérios, nutricionais e
econémicos (COELHO et al., 2010). As populacbes suscetiveis incluem criancas, idosos e
imunocomprometidos (individuos com predisposicédo a infeccdes).

A explicacdo mais consistente para os efeitos adversos dos poluentes aéreos € que as
altas concentracOes de poluentes, quando em contato com o epitélio respiratdrio, provocam a
formacdo de radicais livres de oxigénio e de nitrogénio que, por sua vez, induzem o estresse

oxidativo nas vias aéreas (ARBEX et al., 2012).
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A presenca, por exemplo de metais de transicdo no material particulado (MP),
especialmente o ferro, aumenta a producdo de espécies reativas de oxigénio em seres Vivos.
MP de origem antropica pode ter um alto impacto em doencas pulmonares e cardiovasculares
sistémicas, devido ao seu grande potencial de induzir a producdo de citosinas pro-
inflamatorias (KIM et al., 2015).

Devido & grande area de contato entre a superficie do sistema respiratorio e 0 meio
ambiente, a poluicdo atmosférica interfere diretamente na saude respiratoria (POPE 111 et al.,
1991; ARBEX et al., 2012). Particulas do ar inaladas sdo depositadas seletivamente em todo o
trato respiratorio de acordo com seus tamanhos. Fontes de evidéncias mostraram que
particulas inalaveis provocam consequéncias adversas no pulmdo e em outros 0rgdos
(BROWN et al., 1950; REIBMAN et al., 2003; WHO, 2006; NING et al., 2008). De modo
geral, aerossois sdo particulas de tamanho muito pequeno (até cerca de 100 pum) suspensas no
ar com alta mobilidade.

O material particulado atmosférico pode apresentar inimeras substancias quimicas,
como &cidos, nitratos, sulfatos, compostos organicos, silicatos e éxidos metalicos em sua
composicdo. Além da salde podem afetar a visibilidade, clima, causar danos a materiais,
fauna e flora (OSTRO e CHATNUT, 1998; HARRISON e YIN, 2000; DONALDSON et al.,
2002; COELHO e SALDIVA, 2011).

O tamanho das particulas esta diretamente relacionado ao potencial dano a salude que
elas podem causar. Particulas menores que 2,5 um, também conhecidas como respiraveis, sdo
as mais preocupantes, pois conseguem passar pelo nariz e garganta, alcancando os pulmdes.
Uma vez dentro do corpo, podem causar problemas, por exemplo, cardiacos e respiratorios.
As Particulas Totais em Suspensdo (PTS) apresentam didmetro menor que 50 um. Parte
destas particulas sdo inaldveis e a outra parte afeta a qualidade de vida, interferindo nas
condices estéticas do ambiente e materiais. Classicamente, as Particulas Inalaveis (MP1g) sdo
as particulas menores que 10 um, as quais se dividem em:

e Particulas Finas MP,5 (<2,5 um): encontradas em fumaca, fumos e neblina.
Sdo emitidas diretamente por queima de combustiveis fdsseis, processos
industriais, usinas termoelétricas, queima de biomassa, etc.

e Particulas Grossas (2,5 a 10 um): sdo encontradas em construcoes, proximo de
estradas e solo exposto. Ficam retidas na parte superior do sistema respiratério
(ARBEX, et al., 2012).
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Os aerossois sdo originados a partir da desintegracdo de particulas maiores (poeiras de
moagem de carvdo, goticulas de torres de resfriamento, spray marinho, suspensdo de material
do solo) e por processos industriais e de combustdo. Ha também formacdo por meio de
reacOes quimicas, atraves das quais ocorre a conversao de gases em particulas de aerossois em
um processo conhecido como conversdo gas-particula. A emissdo direta por atividades
naturais e antropicas e o processo de conversao gas-particula sdo o0s responsaveis pela
insercdo de novas particulas na atmosfera. Na atmosfera, 0s aerossois podem sofrer varios
processos quimicos e fisicos, alterando seu tamanho, forma e composi¢do quimica
(COLBECK, 2008).

As principais fontes de emissdes antropicas sdo a atividade veicular incluindo as
emissdes do tubo de escapamento veicular, que contribuem para a formacdo de material
particulado fino, e emissdes devido ao uso e desgaste de pecas dos veiculos, como freio,
pneus e embreagem, e ressuspensdo de poeira do solo, que contribuem para a parcela de
particulado grosso (PANT et al., 2013). Os processos industriais (siderurgia, metalurgia,
fabricacdo de fertilizantes, produtos quimicos), de extracdo de minerais, de geracdo de energia
(termelétricas, refinarias), agricultura e queima de biomassa sdo fontes fixas antropicas
relevantes de material particulado atmosférico, e que consequentemente apresenta uma
composi¢do quimica complexa.

Em regides populosas, o problema da poluicéo do ar tem se constituido numa das mais
graves ameacas a qualidade de vida de seus habitantes. As emissfes causadas por veiculos sdo
constituidas de diversas substancias toxicas. Essas emissfes sdo compostas de gases como:
mondxido de carbono (CO), 6xidos de nitrogénio (NOXx), hidrocarbonetos (HC), 6xidos de
enxofre (SOx), material particulado (MP), etc. (CETESB).

Pope Il et al. (2009) utilizaram modelos de regressdo para avaliar a associacdo entre
concentracdes de material particulado fino e a expectativa de vida da populacdo nos Estados
Unidos. As reducdes na poluicdo do ar foram responsaveis por até 15% do aumento global da
expectativa de vida nas areas de estudo.

Andrade et al. (2012) avaliaram a contribuicdo das emissdes veiculares para a
concentracdo de MP, 5 em seis cidades brasileiras. Em todas as cidades avaliadas, as emissoes
veiculares foram responsaveis pela maioria das emissdes de MP, s e a queima de diesel foi a
principal fonte de emisséo de black carbon.

Assim como estes, diversos estudos realizaram investigagbes epidemioldgicas e
mostram associagdo entre o material particulado atmosférico a efeitos a salde, mortalidade e
expectativa da populacio (DOCKERY et al., 1992; SEATON et al., 1995; KUNZLI et al.,
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2000; POPE 11 et al., 2004). KIM et al (2015) fizeram uma revisdo do impacto do material
particulado na saude humana. Eles encontraram diversos trabalhos apontando que a exposicao
ao material particulado causa efeitos adversos a saide humana, como mortes prematuras,
admissdes hospitalares, visitas de emergéncia, ataque de asma, bronquite cronica, cancer,
doencas cardiovasculares, diabetes e restricdo de atividade. A figura 1 ilustra a deposicédo das

particulas no sistema respiratorio humano em funcdo do tamanho.

Passagem nasal

; MP (11 -7 pm)
Traqueia
MP (4,7 -3,3 e Faringe
pm) . MP (7 — 4,7 um)
Bronquios primarios (e No o Uil Bronquiolos
MP (4,7 — 3,3 um) MP (1,1 - 0,65
pm)
Ramos dos -
brénquios Alvéolos
MP(2,1-11 MP (0,65- 0,43
pum) pm)

Figura 1: Deposicdo das particulas de diferentes tamanhos no sistema respiratdrio humano. Fonte: Adaptado de
Kim et al (2015)

1.2 Amostragem pessoal de poluentes atmosféricos

A utilizacdo de amostradores pessoais de poluentes atmosféricos vem conquistando
espaco nas novas pesquisas relacionando saude publica e qualidade do ar.

Vliet et al. (2013) avaliaram a exposi¢cdo pessoal ao material particulado e black
carbon utilizando equipamentos portateis em pessoas que trabalham em contato com
cozinhas, onde ocorre queima de biomassa (lenha), em Ghana, na Africa. As concentracdes de
MP, 5 apresentaram picos nos momentos em que os voluntarios estavam cozinhando, em
cozinhas fechadas, semi-fechadas e ao ar livre; o black carbon das amostras estava em

concentracgdes elevadas, como esperado.
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Montagne et al. (2013) utilizaram também amostradores pessoais para medidas de
material particulado e éxidos de nitrogénio em cidades europeias. O objetivo do trabalho foi
avaliar a exposicdo pessoal e verificar a existéncia de correlacdo do uso e ocupacdo do solo
com a exposicéo aos poluentes atmosféricos, e esses se mostraram correlacionados.

Buonanno et al. (2014) no Sul de Lazio, regido central da Italia realizaram
amostragens pessoais de particulas ultrafinas com 24 casais, onde a mulher realizava trabalhos
domeésticos e o cOnjuge trabalhava fora da residéncia. A concentragdo média em numero de
particulas para as mulheres se mostrou mais alta que para 0s homens, tanto no verdo como no
inverno. Isso provavelmente deve-se ao fato das mulheres cozinharem e as concentragdes
serem maiores, embora em um curto espaco de tempo.

Koehle e Peters (2015) realizaram uma revisdo onde mostram diversos modelos de
amostradores pessoais de material particulado para diversas finalidades. Para medidas de
particulas ultrafinas, eles apontam o Shinyei PPD42NS e o Sharp GP2Y1010AUOF como
muito eficientes. Porém, sua grande desvantagem é o custo elevado. Os autores também

enfatizaram a importancia de mais estudos no aprimoramento destes equipamentos.

1.3 Genotoxicidade

Os agentes genotdxicos se caracterizam por terem atividade bioldgica capaz de
modificar informac@es codificadas no DNA. A genotoxicidade ocorre quando ha exposicao a
um agente toxico e esta leva a alteracdo da estrutura dos cromossomos ou da sequéncia de
pares de bases do DNA (COLLINS, 2004).

O Ensaio do Cometa é um método de estudo sensivel, o qual avalia danos ao DNA de
células individuais, tem o custo relativamente baixo, é rapido, preciso e reprodutivel. Pode ser
avaliado qualquer tipo de células, bastando apenas haver a presenca de ndcleo.

Ostlind e Johanson (1984) desenvolveram a técnica deste ensaio, pela metodologia de
eletroforese do DNA em micro-gel. Singh et.al., (1988) atribuiram a este teste maior
sensibilidade através do uso de solucdo alcalina.

A utilizacdo de células bucais como indicador de danos genotdxicos associados a
exposicdo de poluentes pode ser explicado pela habilidade das células metabolizarem agentes
carcinogénicos e por ser uma das primeiras barreiras fisica do trato respiratorio humano
(SISENANDO et al., 2012).

O teste do Cometa vem sendo cada vez mais utilizado como indicador de

genotoxicidade para biomonitoramento de exposi¢Ges ocupacionais e ambientais (MOLLER,
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2006). No Brasil, Goethel et al. (2014) utilizaram o teste do cometa para avaliar o dano ao
acido desoxirribonucleico (DNA) causado por poluentes atmosféricos e benzeno, em 34
taxistas, 43 atendentes de estacOes de gas e em 22 pessoas consideradas ndo expostas a esses
poluentes (controle), na cidade de Porto Alegre. Concluiram que mesmo em baixos niveis de
exposicdo ocupacional ao benzeno e poluentes atmosféricos podem estar ligados a
genotoxicidade e dano oxidativo ao DNA.

1.4 Anélise de Regressao

A regressédo linear € um modelo estatistico muito utilizado para avaliar a relagao entre
uma variavel resposta e uma varidvel explicativa, e tem sido aplicada em estudos
epidemioldgicos que relacionam a poluicdo do ar & satide (CONCEICAO et al., 2001).

Os Modelos Lineares Generalizados (MLG), diferem dos modelos lineares, pois
propdem uma maior exploracdo de opg¢des para a variavel resposta, permitindo que ela
pertenca & familia exponencial, cujas medias sdo ndo-lineares em um conjunto de pardmetros
lineares (CORDEIRO, 1986). Podem ser utilizados métodos similares aos modelos lineares
guando a variavel segue uma distribui¢cdo ndo Normal ou quando a relacdo entre as variaveis
explicativas e resposta ndo seja necessariamente linear (PAULA, 2004).

Os MLG exibem os seguintes elementos (CONCEICAO et al., 2001; TADANO et
al.,2009; NELDER e WEDDERBURN, 1972):

a) Componente aleatério: uma varidvel resposta z1..zk que segue uma
distribuicdo da familia exponencial (Normal, Gama, Poisson, Binomial Negativa) com
valor esperado E(z) = p.

b) Componente sistematico: produzem uma estrutura linear para 0 modelo de
regressdo, N = xitP, nomeado de preditor linear, em que xit = (xil...xip) t, i=1, ...n, sdo as
variaveis explanatorias.

C) Funcdo de ligacdo: funcdo adequada capaz de vincular as componentes
aleatoria e sistematica, ou seja, conecta a média da variavel resposta (|) a estrutura linear,

g(1) =n. Em que n=p0 + B1x1... + fnxn, ou n= xitP.

1.5 Londrina

O municipio de Londrina tem oficialmente 1.652,568 km? e ocupa cerca de 1% da area

total do estado do Parana. (IBGE, 2015). E a principal cidade de sua regi&o metropolitana que



19

tem cerca de 766.682 habitantes. E um centro regional e tem como principais atividades
econdmicas 0 comercio, servigos e agroindustrias. O complexo industrial londrinense,
segundo dados da Secretaria de Planejamento do Municipio (2002), é constituido de 3.107
industrias de diversos setores.

O Norte do estado do Parana tem apresentado significativo crescimento populacional
nas Ultimas décadas e, consequentemente, aumento da frota de veiculos, principalmente pela
facilidade de compra por financiamentos. A cidade de Londrina possuiu uma populagédo
estimada de aproximadamente 543 mil habitantes (IBGE, 2014), dispondo de uma frota de
mais de 367 mil veiculos, sendo 345 mil veiculos leves e 22 mil veiculos pesados.
(DENATRAN, 2015). A Tabela 1 mostra o panorama veicular na cidade de Londrina para o
ano de 2014.

Tabela 1: Composicéo da frota veicular da cidade de Londrina para o ano de 2014. Fonte: DENATRAN, 2015

Veiculos NUmero
Veiculos Automovel e utilitario 232851
Leves Motocicletas, motonetas, triciclos e ciclomotor 84125

Caminhdo, chassi-plataforma, quadriciclo, reboque, semi-reboque, side-

car e outros 17788

Onibus e microdnibus 2934

Veiculos Caminhao-trator, Trator-esteira e trator-rodas 2215
Pesados Caminhoneta e caminhonete 41452
Total 381365

A populagdo economicamente ativa é de aproximadamente de 262 mil pessoas,

divididas em diversas classes de ocupagdo, como mostra a Figura 2.
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Figura 2: Distribuicdo da populacéo ocupada segundo as atividades econdmicas para a cidade de Londrina.
Fonte: Adaptado de IPARDES, 2015.
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Figura 3: Distribuicdo da populacéo por idade e sexo para a cidade de Londrina. Fonte: Adaptado de IPARDES,
2015.

Como mostrado na figura 3, a populacéo londrinense em idade economicamente ativa

estd em maior numero. Isto mostra que Londrina pode ser considerada uma cidade com
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populacdo jovem, muito parecida com a piramide etéria do Brasil para 2010 (IBGE, 2015).
No entanto, ha uma tendéncia clara de envelhecimento da populacdo brasileira e aumento da
expectativa de vida. Nos anos 80, a piramide etaria do Brasil apresentava bases mais largas e
a partir dos anos 90 passou a diferenciar esse perfil. As mudancas ocorridas na piramide etaria
do Brasil sdo consequéncia da revolucdo urbano-industrial do pais, pois nestas condigdes é
natural que os indices de natalidade sejam baixos (CARVALHO, 2004).

Neste trabalho realizou-se a caracterizacdo climatica da cidade de Londrina através de
dados do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), entre o periodo de 1970 a 2013, em
que os resultados indicaram que as temperaturas mais altas ocorrem nos meses de dezembro a
marco, enquanto que as mais baixas sdo registradas nos meses de maio a agosto. As médias
mensais das temperaturas minimas e maximas diarias ficam acima de 19,15°C e abaixo de
30°C, respectivamente. A temperatura média anual da cidade é de 22°C.

As maiores ocorréncias de chuva na cidade de Londrina sdo observadas nos meses de
dezembro e janeiro, com média de 203 mm, e as menores nos meses de julho e agosto, com
média de 57 mm. A precipitacdo acumulada média anual da cidade € 1564,9 mm.

Em relacdo as taxas de umidade relativa do ar, ocorrem oscilagdes com médias em
torno de 67%, com variacGes diretamente proporcionais ao maior e menor indice de chuva. As
umidades relativas mais altas ocorreram nos meses de maio e julho, com média de 70% e as
mais baixas nos meses de agosto e setembro, com média de 60%.

A velocidade média do vento fica em torno de 0,7 m s™ em todos os meses do ano, e a
direcao predominante ¢é de sudeste.

N&o apenas visando a auséncia de pesquisas no Brasil utilizando a metodologia
proposta neste trabalho, este se justifica, pois possibilitara conhecer o nivel e o padrdo de
exposicao real dos individuos ao material particulado atmosférico, em diferentes atividades e
locais. Além disso, possibilitara avaliar comparativamente a possivel genotoxicidade causada.
Os resultados do trabalho contribuirdo fornecendo subsidios a obtencdo de indicadores que

expressem os riscos a salde e a elaboracédo de politicas publicas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho tem por objetivo medir e avaliar a exposicdo pessoal ao material

particulado atmosférico em individuos adultos da cidade de Londrina.

2.2 Objetivos especificos

Especificamente o trabalho propde-se a:

- Medir a concentracdo em massa e nimero de particulas no ar inalado por adultos em
diferentes condicdes de exposicao;

- Analisar a genotoxicidade nos individuos através da aplicacdo do teste do cometa as
celulas bucais;

- Calcular e comparar a dose de particulas recebida por cada classe de ocupacdo dos
individuos;

- Simular e analisar a deposi¢do pulmonar das concentra¢fes das particulas medidas
no sistema respiratorio utilizando o software Multiple-Patch Particle Dosimetry (MPPD);

- Utilizar modelos lineares generalizados para encontrar as associa¢des entre 0s danos
ao DNA e as variaveis relacionadas as concentracdes de material particulado medidas;

- Avaliar os resultados da analise de genotoxicidade, dose recebida e deposicdo

pulmonar dos individuos voluntérios da cidade de Londrina.
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3. METODOLOGIA

3.1 Selecéo de voluntarios

Baseado nos dados do IPARDES (2015) foram criadas 6 categorias de ocupacdes dos
moradores de Londrina das quais foram selecionados 30 voluntérios distribuidos dentro destas
categorias: indudstrias e construcdo civil, comércio, transporte, atividades administrativas,
educacdo e servicos gerais. Estes voluntarios possuem diferentes perfis de exposicdo, pois
apresentam rotinas diarias diferentes, por exemplo: utilizam diferentes meios de transporte
(6nibus, automovel, motocicleta ou caminham) para locomocdo para o trabalho, exercem
atividades de trabalho diferentes e em locais diferentes (aberto ou fechado, na regido central
ou periférica da cidade). Além disso, sdo de diferentes idades e sexo. Criancas e adolescentes
ndo foram selecionados.

Na tabela 2 sdo mostrados quantos voluntarios ocupam cada categoria criada, baseada
no caderno IPARDES do Municipio de Londrina.

Tabela 2: Relagéo de voluntérios amostrados por categoria.

Categoria Numero de voluntarios

Administrativo
Comércio
Construcéo e Industria
Educacao

Servicos Gerais

o A o A 00 O

Transporte

Dentro de cada uma das categorias de ocupacdo econdmica aqui geradas, podemos
mencionar como representantes delas:
e Administrativo: auxiliares administrativos, gestores de recursos humanos,
contadores;
e Comércio: promotores de venda do comércio da cidade;
e Construcdo e Industria: operarios dos mais diversos segmentos de industria de
transformacéo, pedreiros, serventes de pedreiros e mestres de obras;

e Educacdo: estudantes e professores do ensino basico e superior;
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e Servicos Gerais: zeladores, copeiros, cozinheiros;

e Transporte: motoristas e cobradores de Onibus, taxistas;

Para a selecdo dos voluntarios os critérios de exclusao utilizados foram: ser tabagista,
ser alcoolatra e fazer uso de medicamentos para pressao, pois essas caracteristicas podem
interferir na analise do teste do cometa realizada nas células bucais (ROJAS et al., 1996;
ROCHA et al., 2014). E importante mencionar que em estudo realizado pela Universidade
Federal de Sdo Paulo (UNIFESP), no ano de 2012, cerca de 16,9% da populacgéo brasileira era
fumante e 14,1% era dependente de &lcool (Il LENAD — Levantamento Nacional de Alcool de
Drogas, 2012). O numero de pessoas com hipertensdo no Brasil tem aumentado
significativamente. Segundo o Ministério da Saude, essa populacéo passou de 21,5% em 2006
para 24,4% no ano de 2009.

Um pequeno questiondrio, contendo as seguintes perguntas foram preenchidas pelo
voluntario: Nome, sexo, data de nascimento, idade, endereco residencial e profissional,
profissdo, meio de transporte utilizado e horério de trabalho.

A pesquisa obteve aprovacdo do comité de ética da UTFPR e um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foi assinado pelos voluntarios concordando com a

participacdo na pesquisa.

3.2 Amostragem de material particulado

3.2.1 Amostragem pessoal

O periodo de amostragem foi de 25 de agosto a 26 de setembro de 2015 com tempo de
amostragem de aproximadamente 8 horas consecutivas em cada um dos voluntarios. Foram
utilizados equipamentos portateis, testados previamente a amostragem efetiva. Os
equipamentos foram colocados em uma pequena mochila com os inlets para fora da mochila,
fixados proximo aos ombros dos voluntarios, similar ao utilizado por Viet et al. (2013).

Cada mochila estava equipada com o0s seguintes equipamentos: GPS DG-100,
contador de particulas e monitor de concentracdo de massa. A seguir sdo descritos 0S

equipamentos e sua finalidade.
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a) GPS DG-100 Data Logger, da marca Global Sat, o qual captura dados de
georreferenciamento (latitude e longitude) com resolugdo temporal de 5
segundos, durante todo o tempo de amostragem. Atraves deste foi obtido a rota
de circulacédo de cada individuo.

b) Contador de particulas de quatro canais, modelo 804 da marca Met One
Instruments. Este equipamento realiza automaticamente a contagem das
particulas existentes no ar, por exemplo, o numero de particulas, dentro do
intervalo de 0,3 a 10 micrometros de didmetro aerodindmico, em um metro
cubico de ar. Ele possui bomba propria e é programéavel, permitindo que seja
escolhido o tamanho das particulas de interesse. Neste trabalho foram setados
os tamanhos de particulas (Dsp) para medicdo da concentragdo em numero de
0,3;0,5; 1,0 € 2,5 um e resolucdo temporal de 1 minuto.

c) Monitor de massa de aerossol, modelo Aerocet 831, da marca Met One
Instruments. Esse foi utilizado para obter a concentracdo em massa das
particulas para 4 tamanhos de particulas: MP1g, MP2s5, MPso € MPyo. O
monitor fornece e armazena simultaneamente a concentracdo em massa com
resolugdo temporal de 1 minuto. Fundamentalmente, o equipamento calcula
um volume para cada particula detectada e, em seguida, atribui uma densidade
padrdo para a conversdo e obtencdo da concentracao.

A Figura 4 ilustra a mochila e os monitores utilizados no presente trabalho.
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Figura 4: Mochila e os equipamentos utilizados na amostragem pessoal de material particulado.

As amostragens foram realizadas ao longo de um dia tipico de trabalho de cada
voluntario. Nao foram considerados feriados e finais de semana. A amostragem teve inicio no
horério de saida do voluntério de sua residéncia para o trabalho.

Em ambos os equipamentos pessoais que foram utilizados para detec¢do de material
particulado, o principio de deteccédo é o espalhamento (também chamado de disperséo) de luz.
Uma fonte de luz de alta intensidade é utilizada para iluminar a particula a medida que ela
passa através da camara de deteccdo (BOHREN e HUFFMAN, 2008). A particula passa
através da fonte de luz (tipicamente um laser ou luz de halogénio) e espalha a luz; entdo a luz
redirecionada € detectada por um fotodetector.

O material particulado foi amostrado em condi¢Bes similares a taxa de fluxo do
sistema respirat6rio humano. O fluxo foi de 2,83 L min™ para ambos o0s equipamentos.

3.2.2 Amostragem ambiental

Foi realizada paralelamente a amostragem pessoal a coleta de material particulado
grosso e fino, utilizando o equipamento Partisol 2000i-D, da marca Thermo Scientific. Foram
coletadas particulas em filtros de quartzo com 47 mm de tamanho e 2,0 um de poro
(Whatman), com eficiéncia de coleta de 99% de particulas de até 0,3 um.
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Neste analisador dicotémico, o ar é coletado por um receptaculo a uma vazéo de 16,7
L min?, onde é realizada a separagdo do MPy,. Um impactador virtual situado apés o
receptaculo, possui dois controladores de vazdo. Uma corrente de ar (MPyg), com vazao de
1,67 L min™, segue em direcdo a um ponto coletor, onde 0 MPy, é depositado em um filtro.
Uma segunda corrente, com vazao de 15 L min™, separa as particulas que possuem didmetro
menor que 2,5 um (MP35), que sdo depositadas em um outro filtro (Thermo Fischer Scientific
Inc., 2011).

Através do método gravimétrico, foram aferidas as massas de cada filtro. Este dado foi
usado como uma concentracdo de referéncia com menor influéncia de fontes primérias de
material particulado quando comparadas as medidas de exposicdo pessoal. O equipamento
permaneceu no Campus Londrina da UTFPR durante o periodo de amostragem.

Os filtros foram acondicionados com silica, para retirada da sua umidade antes e ap0s
a coleta. Suas massas foram aferidas e anotadas previamente a amostragem. ApoOs a
amostragem, cada filtro foi devidamente identificado e mantido em silica, até que fosse
levado ao Laboratorio de Analises Cromatograficas e Ambientais (LACA), na Universidade
Estadual de Londrina, para a realizacdo da pesagem da massa de material particulado em
triplicata.

Para calcular a concentragdo em massa contida nos filtros, foram usadas equagdes
contidas no manual do equipamento.

Para o calculo da concentracdo de material particulado fino (MP;s), foi usada a
seguinte equagéo:

M 1
i 1)
C, = —
f

Ve

Para o calculo de concentracdo da concentracdo de material particulado da fragédo
grossa (MP1o— MP, ), foi usada a seguinte equacao:
Ce= M /Ve) — (Ve/Ve) )
* Cf

Para calcular a concentragdo de MP1, em termos volumétricos, usamos a seguinte
equacéo:
Co= Cr+ C¢ 3)
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Para o célculo da concentracdo de MP;oem termos padrdo, usamos:

Cesta = (Mf + M)/ Vi sta (4)

Onde para a equacgdes (1), (2), (3) e (4) temos:
Cr: Concentragdo da massa da fracéo fina (ug/m°);
C.: Concentracdo da massa da fragdo grossa (Lg/m°);
Ct: Concentracdo da massa do MP1o (pg/m°);
Ms: massa coletada na fracao fina (ug);
M.: massa coletada na fracdo grossa (Lg);
V+: volume de ar amostrado através do filtro de particulas finas (m?3);
V.: volume de ar amostrado atraves do filtro de particulas grossas (m3);
V. volume total de ar (m3);

Visig: Volume padréo total (m?) para temperatura de 273,15 K e pressdo de 760 mmHg.

Os dados amostrados no Campus Londrina da UTFPR servem como uma
concentracdo de fundo, ou seja, um valor de referéncia para aquilo que o voluntario receberia

independente da sua exposicao devido a ocupacao.

3.3 Determinacdo da genotoxicidade — Teste do Cometa

O ensaio do cometa teve como finalidade a avaliacdo genotoxicoldgica do dano ao
DNA causado pela exposi¢éo ao material particulado. Neste foram coletadas amostras antes e
depois de 8 horas de exposicdo, pela raspagem da mucosa bucal do individuo com a ajuda de
uma escova de dente estéril e, posteriormente, analisados o0s eventuais danos ao DNA
(SINGH et.al., 1988). A utilizacdo de células bucais como indicador de danos genotoxicos
associados a exposicdo de poluentes pode ser explicado pela habilidade das células
metabolizarem agentes carcinogénicos e por ser uma das primeiras barreiras fisica do trato
respiratorio humano (SISENANDO et al., 2012).

O ensaio do cometa alcalino foi realizado como descrito por Singh et.al., (1988), com

modificacdes sugeridas por Tice et al. (2000). As etapas realizadas sdo descritas a seguir:
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Preparo da solucéo celular

Apols a coleta da mucosa de cada individuo, com o auxilio da escova, esta foi
enxaguada em 5 mL de solugéo salina de NaCl 0,9 M., previamente preparada. Esta solugéo
foi levada a centrifugagdo por 8 minutos, a 1500 RPM. Em seguida, foi tirado o sobrenadante
e ao precipitado foram adicionados mais 5 mL de solucdo salina. Esta foi suavemente
homogeneizada com a ajuda de uma pipeta e levada novamente a centrifuga por 8 minutos,
nas mesmas condicdes. Esta operacdo foi repetida mais uma vez (centrifugacao, retirada do
sobrenadante e adicdo de mais solucdo salina e centrifugacdo), porém, nesta ultima etapa, ao
ser retirada a solucéo salina, foi deixada uma pequena margem ao redor do precipitado e foi
homogeneizado. Este precipitado formado representa as células, as quais sdo utilizadas para
preparo das laminas que passardo pela eletroforese.

Esta etapa foi realizada logo ap6s a coleta do material celular da mucosa bucal de cada

voluntério, na UTFPR Campus Londrina.

3.3.1 Preparo das laminas com amostra

Para cada voluntario foram feitas 4 laminas (2 com o material coletado antes e 2 com o
material coletado depois da amostragem). Apds as laminas ja estarem previamente preparadas
com agarose normal, adicionou-se 120 pL de agarose de baixo ponto de fusdo com 20 uL de
suspensdo celular retirada de cada voluntario. Estas laminas foram cobertas com uma
laminula e acondicionadas em refrigerador por cerca de 20 minutos. Apo6s a adicdo das
células, evitou-se a exposicdo a luz direta.

As laminulas foram delicadamente retiradas e as laminas foram inseridas dentro de
uma cuba com 100 mL de solucéo de lise e entdo mantidas em refrigerador por no minimo 1
hora. Essa etapa foi realizada no Campus Londrina da UTFPR.

Para o preparo da solucdo estoque de lise foram usados: 890 mL de H,O destilada,
146,1 g de NaCl (Cloreto de sdédio) a 25 M, 372 g de EDTA (Acido
Etilenodiaminotetracético) a 100 mM, 1,2 g de TRIS a 10 mM e 8 g de NaOH (Hidrdxido de
sodio) solido.

O pH foi acertado com NaOH para 10. Em seguida adicionou-se 10 g de Lauril
Sarcosinato de Sodio e misturou-se lentamente a solugdo. Esta solucdo foi estocada em

temperatura ambiente e em auséncia de luz.
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A solugéo de lise usada foi preparada utilizando 89 mL da solucdo estoque de lise e
nesta foi adicionado 1 mL de Triton X 100 e 10 mL de DMSO (Dimetilsulféxido). Esta
solucdo foi homogeneizada apenas invertendo a proveta vérias vezes e, preparada no escuro

para evitar degradacéo da solucéo.

3.3.2 Eletroforese

As ladminas foram acondicionadas horizontalmente na cuba de eletroforese,
preenchendo ao maximo possivel os espacos. Foi adicionada solucdo tampao (NaOH, 10 M e
EDTA, 200 mM) até cobrir as laminas, e em seguida foi colocado gelo em torno da cuba. As
laminas na cuba sdo mantidas nessas condigdes por 25 minutos para que haja a desnaturacao
do DNA. Na sequéncia a eletroforese foi iniciada a 25 V e 300 mA por 20 minutos.
Posteriormente, as laminas foram retiradas cuidadosamente e neutralizadas 2 vezes com 5 mL
de tampé&o de neutralizacdo (TRIS e agua destilada). Em seguida foram secas naturalmente em
posicdo inclinada e fixadas com etanol por 5 minutos, para serem estocadas na geladeira até a
proxima etapa. Esta etapa foi realizada no Campus Apucarana, da UTFPR, onde esta

disponivel a cuba e a fonte de eletroforese, adquiridas para essa finalidade.

3.3.3 Coloracéo

Apbs a eletroforese, foi necessaria a pigmentacdo das laminas para auxilio da
visualizacdo microscopica das células. Para a coloracdo, foram adicionados 20 uL de brometo
de etidio e as laminas foram cobertas com laminula até a analise microscopica. Foram
preparadas 6 laminas por vez, aguardou-se entre 3 e 5 minutos e entdo foi realizada a analise

microscopica. Todo o procedimento foi realizado no escuro.

3.3.4 Analise microscopica

Utilizando um microscopio eletrénico de fluorescéncia, modelo Axioskop2 plus da
Zeiss, foram quantificados os danos em cada lamina. Essa determinag&o foi feita verificando o
tamanho do deslocamento dos fragmentos de DNA. A determinacdo da frequéncia de danos
(FD) e do indice de danos (ID) foi necessaria para a comparacao entre os diferentes perfis de

voluntarios.
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Foi realizada a contagem de 100 células no microscopio onde, dentro destas, houve
uma qualificagdo em intensidade de danos. Foram criadas 5 categorias: sem danos, dano de
grau 1, dano de grau 2, dano de grau 3 e dano de grau 4.

A frequéncia de danos (FD) é a soma da quantidade de células com danos
(independente do grau) dentro das 100 contadas.

O indice de danos (ID) foi calculado através de uma média ponderada, que relaciona a
quantidade de danos em cada classe e 0 seu grau de intensidade.

A microscopia foi realizada no Complexo de Centrais de Apoio a Pesquisa
(COMCAP) na Universidade Estadual de Maringad com auxilio da Dra. Graciana F. Palioto.

Para analisar se houve diferencas significativas entre os danos no DNA mensurados no
teste do cometa nas diferentes classes de ocupacdo, em relacdo ao grupo controle, foi utilizado

o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis (Duez et al., 2002).

3.4 Analise da Exposicao e Dose recebida

Foi calculada a dose recebida por cada individuo, e estas foram comparadas entre 0s
grupos de ocupacdo onde cada um se encontra. Para o calculo da dose ingerida foi utilizada a
seguinte equacédo (U.S. EPA, 1997):

I . CaxTI*FE*DE (5)
ngestio = (PC < TM)

onde:

Ca: concentracdo no ar do MP1o (mg/L);
TI: taxa de ingestdo (L/hora);

FE: frequéncia de exposicédo (hora/dia);
DE: duracdo da exposic¢do (dia);

PC: massa corporal do individuo (kg);

TM : tempo médio ou periodo médio em que ocorreram as medidas (hora).

Para este célculo foi utilizada a média da concentracdo de MP;, das 8 horas

amostradas para cada voluntario, portanto a duracdo da exposicao foi de 8 horas por dia.
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3.5 Analise Estatistica

3.5.1 Andlise Estatistica Descritiva

Foram calculadas medidas de posicdo e dispersao para todas as variaveis empregadas
no estudo: média aritmética, desvio padrdo, coeficiente de variacdo, valores maximo e
minimo. Também determinou-se a correlacdo de Pearson entre os dados de concentracdo em
nimero e massa de material particulado, a classe de ocupagdo e a dose recebida por cada

voluntario.

3.5.2 Anélise de Regressdo

Foi realizada uma andlise de regressdao com a finalidade de encontrar um modelo,
utilizando-se de todas as variaveis explanatorias, que melhor explique as variaveis resposta.
Este tipo de analise € utilizada para descrever o tipo de relacdo existente entre as variaveis em
estudo.

O indice de danos (ID) e a frequéncia de danos (FD) foram obtidos a partir de dados
de contagem. Por isso, espera-se que a distribuicdo de Poisson seja a mais adequada (PAULA,
2004).

A profissdo, dados de concentracdo em massa média por voluntario (PMjo, PM;5 €
PM, ), dados de concentracdo em nimero média por voluntario (PMg 3, PMos, PM1ge PMy5s)
e a dose recebida calculada foram as variaveis independentes do modelo.

O valor da variancia aumenta com o aumento da dispersdo dos valores observados.
Fendmenos de subdispersao ou superdispersdo podem ser motivados pela heterogeneidade das
amostras causada por variabilidades interunidades experimentais (PAULA, 2004).

Caso a superdispersdo ou subdispersdo venha a ocorrer, uma das alternativas seria
buscar um modelo de distribuicdo de probabilidade mais adequado. No presente estudo,
utilizaram-se 0s modelos de distribuicdo de probabilidade Quasi-Poisson e Binomial
Negativo, por possuirem um parametro de disperséo que corrige a variabilidade dos dados.

Para a escolha do modelo mais adequado foram utilizados dois métodos: A analise
gréafica dos residuos, através do grafico normal de probabilidades ( half normal plot), onde os
pontos gerados pelos residuos devem permanecer dentro ou mais proximo do envelope de
simulacdo gerado; e do critério de Informacdo de Akaike (AIC) dado por AIC= -2L + 2K,

onde K é o numero de pardmetros do modelo, L é a fungdo de log-verossimilhanca
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maximizada (POSADA E BUCKLEY, 2004).????. De acordo com a literatura o modelo que
possui 0 menor valor de AIC é considerado o mais adequado (BOZDONGAN, 1987; LITTEL
et al., 2002; POUSADA e BUCKLEY, 2004). Todas as analises estatisticas foram realizadas

no software R, versdo 3.1.0

3.6 Modelo de Deposicao Pulmonar

Para estudo do processo de deposicdo dos poluentes no sistema respiratorio humano
para adultos e idosos foi utilizado neste trabalho o modelo de deposicdo Multiple Path Particle
Dosimetry model (MPPD) (ASGHARIAN et al., 2001; PRICE et al., 2002). Este modelo
calcula a deposicdo e remocdo de aerossoOis no trato respiratorio para particulas ultrafinas
(0,01 um) a grossas (10 um). Este modelo foi utilizado por Martins et al. (2010) para calcular
a fracdo de particulas depositada e retida em partes especificas do pulmdo humano para
comparacao de dois diferentes cenarios de exposic¢do na Regido Metropolitana de S&o Paulo.

As concentra¢fes em massa medidas nos individuos foram inseridas no MPPD para
avaliacdo do processo de deposicao nas diferentes situacdes experimentadas pelos voluntarios.

Foram inseridos no modelo dados das concentracbes minimas, médias e maximas. O
critério para escolha dos voluntarios representantes foram os que apresentaram concentracao
média maxima, média e minima de MP1, 0s voluntérios V17, V6 e V16 respectivamente.

Para cada um desses, foi calculado o Diametro Médio Aerodinamico predominante,
através de uma média ponderada. A partir dele, foi calculado o GSD (Geometric Standard
Diameter), o qual € calculado a partir da funcdo In do didmetro médio do conjunto de
particulas. Este pardmetro é necessario para calcular a deposicdo pulmonar para os dados de
exposicdo pessoal, considerando que o aerossol é polidisperso, ou seja, possui diferentes
tamanhos. Foram calculadas médias da concentracdo no tamanho predominante para cada um
desses 3 voluntérios e estes foram utilizados no modelo.

Foi inserido também no modelo os dados de concentra¢cdes em massa médias de MP, 5
e MPy, medidas na amostragem ambiental durante o mesmo periodo das amostragens
pessoais.

Na tabela 3 sdo mostradas as concentracdes do poluente utilizadas no modelo e na
tabela 4 os parametros utilizados.
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Tabela 3: Concentracdes de material particulado utilizadas no modelo MPPD.

Diametro
Predominante Concentragao em massa
(um) média (mg m?)
Minimo (V16) 2,5 0,04
Amostragem Meédio (V6) 2,5 0,14
Pessoal Maéaximo (V17) 4 7,45
Amostragem Ambiental (média de 2,5 0,11
24 h) 10 0,20

Os resultados obtidos no modelo vao depender dos parametros de exposicdo e
caracteristicas anatdbmicas do sistema respiratério humano utilizados.

Para os valores obtidos na amostragem ambiental, foi utilizado o modo Multiple, pois
ndo é possivel calcular o didmetro médio de MP;, e MP,5. Para a amostragem pessoal, foi
utilizado o modo Single, pois o diametro médio pode ser calculado possibilitando tratar o

aerossol como polidisperso, ou seja, com multiplos tamanhos de particulas.

Tabela 4: Parametros utilizados no modelo MPPD.

Parametros
Espécie Humanos
Modelo Yeh/Schum Simétrico
Capacidade Residual
Funcional 1854,54 mL
Volume do trato respiratorio
superior 42,27 mL
Diametro da particula Variével de acordo com cada caso
Frequéncia Respiratoria 12 min™
Volume Corrente 477,2 mL
Cenario Respiratério Respiracdo Oronasal-boca

Deposi¢ao / Acumulo Deposicdo somente
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Amostragem ambiental

No periodo de amostragem a temperatura média diéria foi de 23,2 °C, a precipitacao
acumulada média diaria de 45,9 mm (apenas em 3 dias ocorreu precipitacdo). A umidade
relativa média diaria foi de 68 %. A velocidade do vento n&o passou de 1 m s™ e a diregdo
predominante nos 30 dias de amostragem foi de noroeste. Essas caracteristicas meteorologicas
observadas estdo dentro da normalidade climética para o periodo, de acordo com a analise
climatologica realizada previamente para Londrina.

A amostragem ambiental ocorreu durante o periodo de amostragem da exposi¢do
pessoal, exceto nos Gltimos 5 dias de amostragem, devido a problemas no equipamento. Em
nenhum dos dias a concentragdo de MP1q ultrapassou o valor do padréo nacional de qualidade
do ar, estabelecido pela Resolucdo CONAMA n°003 de 1990, que é de 150 pg m™ (padréo
primario, 24 horas).

Os valores médios de MP5 e MP1o no periodo foram de 11,82 pg m™ e 20,29 ug m?,
respectivamente. Os valores diarios de MP,5 e MPy, variaram de 1,03 a 94,20 e de 1,36 a
122,88 g m™, respectivamente.

4.2 Exposicao pessoal ao material particulado

Para as 6 categorias de voluntarios foram obtidos dados de concentracdo em massa,
concentracdo em namero de material particulado e as coordenadas geogréaficas dos trajetos
percorridos.

De maneira geral, a categoria Construcdo e Industria é a que apresentou concentracfes
médias mais altas quando comparadas as demais, tanto em massa quanto em numero. Isso
provavelmente deve-se a maior geracdo de materiais particulados nas atividades realizadas
por essa classe de ocupacdo. Por exemplo, um dos voluntarios desta classe é funcionario de
uma industria de farinha de trigo, ou seja, tem muito contato com particulados dentro da sua
classe de ocupacao.

Nas tabelas 5 e 6 sdo mostradas as médias das concentracdes para cada categoria de

voluntarios.
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Tabela 5: Concentracdo média em massa de material particulado para cada classe de ocupacéo.

Massa Massa Massa Massa
MPy MP;s MPyo MP3,
Classe de ocupagdo (g m®) (ugm?®) (ugm?) (ug m?)

Administrativo 10,62 18,53 31,4 67,44
Comércio 15,48 20,87 28,48 50,88
Construcéo e
Industria 24,11 114,01 484,42 2869,77
Educacéo 7,41 10,29 17,06 47,89
Servicos Gerais 14,28 21,53 31,65 57,76
Transporte 13,77 22,55 33,17 69,85
Média 14,27 34,63 104,36 527,26
Desvio Padrao 5,14 35,72 170,05 1047,63

Tabela 6: Concentracdo média em nimero de particulas para cada classe de ocupagéo.

Numero  NUmero NUmero  Namero
MPg 3 MPg s MP1, MP, 5
(particulas (particulas (particulas (particulas

Classe de ocupagio cm?®) cm?®) cm?®) cm?®)
Administrativo 59,6 6,3 1,36 0,4
Comércio 93,99 7,41 0,9 0,22
Construcéo e
Industria 132,21 32,26 20,21 11,64
Educacao 40,16 3,2 0,57 0,22
Servigos Gerais 78,43 6,26 1 0,24
Transporte 77,08 7,25 1,29 0,33
Média 80,24 10,44 4,22 2,17
Desvio Padréo 28,68 9,85 7,05 4,23

Foram obtidas as rotas de todos os voluntarios durante a amostragem. Nas figuras de 5
a 10 sdo apresentadas as rotas e concentragdes em massa de MP; s para um voluntario de cada

categoria. E importante mencionar que essas sdo rotas tipicas dos voluntarios.
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Figura 5: Rota percorrida pelo voluntario V8, representante do setor Administrativo e as concentragdes de MP, s
-3
empug m~.

Para o voluntario V8 (representante do setor Administrativo), por exemplo, as
concentracdes de MP, s variaram significativamente ao longo do trajeto. Neste caso, quando
ele passou por uma via com trafego intenso de veiculos, as concentracdes chegaram até 66 g
m= e 107 particulas por cm®, com predominancia de particulas do tamanho 0,3 pm.
Entretanto, os valores amostrados durante o periodo em que o voluntario permaneceu no
ambiente de trabalho ndo foram elevados. A concentracdo média de MP10 para esse

voluntério foi 32,58 ug m™, enquanto que para o local de trabalho foi cerca de 20 pg m™.
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Figura 6: Rota percorrida pelo voluntario V13, representante do setor Servigos Gerais e as

concentracdes de MP, s em g m>,

O voluntario V13, representante do setor Servicos Gerais, locomoveu-se para 0
trabalho utilizando-se de 6nibus publico, passando por varios lugares até chegar ao trabalho, o
que acarretou em concentracdes bastante varidveis no decorrer da rota. Para 0 MP;s, as
concentracdes médias foram de 19,79 pg m™ e méximas 107,60 ug m™. Para o MPy, as
maximas concentracdes ocorreram no local de trabalho, e chegaram a atingir 320 pug m™.
Ainda assim, a concentracdo média de MPs, foi de 78,73 pg m™.
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Figura 7: Rota percorrida pelo voluntario V27, representante do setor Transporte e as concentragdes de MP,s em
-3
Hg m-.

O voluntario V27, representante do setor Transporte, foi 0 que mais se deslocou, de
maneira geral. Por isso, foram observadas concentracbes muito varidveis durante o trajeto.
Seu ponto de trabalho se tratava do aeroporto, local com relativa ressuspensdo de particulas.
Para 0 MP,, as concentracdes médias foram de 45,10 pg m™ e a maxima foi apenas um pico
em torno de 1.300 pug m>. A concentracdo de MP1, maximas atingiu cerca de 2000 pg m™
enquanto ainda estava no aeroporto e a média de 124,31 ug m>.
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Figura 8: Rota percorrida pelo voluntério V16, representante do setor Educaco e as concentracdes de MP,s em
3
Hg m-.

O voluntéario do setor Educacdo foi o que experimentou as menores concentracfes de
material particulado. Em alguns pontos do trajeto, as concentra¢fes foram um pouco mais
elevadas, mas isso pode ser associado a presenca de veiculos pesados na via. Para 0 MP;s, as
concentracdes médias foram de 4,15 pg m™ e as méaximas ndo passaram de 19 pg m=. As
concentracdes médias de MP1 aqui foram 23,11 pug m™. As maximas ocorreram no periodo

de deslocamento até o local de trabalho e n&o passaram de 100 pg m™.
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Figura 9: Rota percorrida pelo voluntario V29, representante do setor Comércio e as concentragdes de MP,s em
3
Hg m-.

O voluntario V29, representante do setor Comeércio, foi o Gnico do grupo que se
deslocava a pé até o trabalho. Por ser em uma regido da cidade com grande trafego de
veiculos, as suas concentracbes de MP,s foram elevadas durante o trajeto e também no
trabalho, mas n3o em todos 0os momentos, tendo médias em torno de 34,60 ug m= e as
méximas ndo passaram de 58,20 pg m™. Para a concentracdo de MP1, 0s valores médios no
local de trabalho foram da ordem de 50 pg m™. Durante o trajeto, as concentracdes de MPyq

atingiram cerca de 150 pg m™,



42

@
i3
<
a
[}
(5]
Q
1
7
w

Figura 10: Rota percorrida pelo voluntéario V17, representante do setor IndUstria e as concentragdes de MP,s em
-3
Hg m-.

As rotas percorridas pelos voluntarios sdo variaveis de acordo com o seu meio de
transporte, o local onde moram e o local onde trabalham, ou seja, cada voluntario esta exposto
de maneira diferente. O Voluntéario V17, representante do setor Industria (rota mostrada na
figura 9), é o que apresentou maiores concentracdes de MP, s, sendo as médias da ordem de
127 pg m™ e picos de até 2.600 pg m™. Para MPyo, as concentracdes maximas atingiram cerca
de 22.000 pg m™ e as médias foram da ordem de 7.000 pg m™. Durante o trabalho, este
voluntario apresentou elevada variabilidade nas concentracfes, porém, com maior frequéncia
de concentragdes mais elevadas.

Para 0 MP, 5, a concentragdo média amostrada durante o periodo de exposi¢do dos 30
voluntéarios que participaram do estudo foi de 31,07 pg m™. Por se tratar de um grupo
heterogéneo, a mediana pode ser uma variavel mais adequada para efeito de comparagdo com
a concentracdo ambiental. A mediana da concentragdo calculada para a amostra foi de 19,02
ng m, enquanto que para a concentracdo ambiental foi de 11,82 pug m,

A classe de ocupacdo que se expOs as maiores concentracdes de MP,s foi a
Construcdo e InduUstria, sendo da ordem de 115 pug m?, cerca de 10 vezes superior a
concentragdo associada a classe Educacdo que apresentou as menores concentragdes,
aproximadamente 10 pg m™.

Para 0 MPyo, a média da concentracdo total medida para a exposicdo dos voluntarios
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foi de 433,53 pg m™ e a mediana calculada foi de 57,99 ug m™. Em relacéo as classes de
ocupacgdo, a mais exposta a maior concentracdo de MPy, foi a Construcdo e Inddstria e a com
menor concentracdo a Educacdo, com aproximadamente 2.870 e 48 ug m, respectivamente.
Isso mostra que as concentrages nas quais os individuos das classes de ocupacéo estudadas
estdo expostos sdo muito superiores as concentragdes ambientais observadas na UTFPR
(20,29 pg m™), aqui admitidas como basal. Além disso, os resultados apontam para a
ineficiéncia na generalizacdo de dados obtidos a partir de estacbes de monitoramento fixa para
avaliar a exposicdo de uma area muito ampla, principalmente em regido urbana.

A tabela 7 abaixo mostra valores de concentragdo medidos de forma pessoal por
Montagne et al. (2013) para 3 cidades da Europa, juntamente com as concentracdes médias

aqui medidas.

Tabela 7: Concentragdes medidas de exposigéo pessoal.

Cidade Pais Concentracéo de MP;5
(ug m?)
Média Minima Méaxima
Utrecht™ Holanda 11,2 8,5 14,7
Barcelona*  Espanha 21,7 13,4 47,0
Helsinski*  Finlandia 6,4 2,9 11,4

Londrina Brasil 31,0 4,2 267,4
*Fonte: Montagne et al. (2013)

Observamos que as 4 cidades apresentam perfis de concentracdo em massa de MP; 5
distintos. Isso pode ser justificado devido a diferenca no nimero de habitantes, configuracao
diferente da frota veicular, e presenca ou auséncia de politicas publicas mais severas em
relacdo ao material particulado atmosférico.

Enguanto que na Unido Europeia o limite anual para as concentracdes de MP,s é 25
Hg m>, no Brasil ndo ha legislacdes referente a este poluente. A Agéncia de Protegdo
Ambiental Norte-Americana (EPA — Environmental Protection Agency) tem legislacdes para
0 periodo de 24 horas e anual de exposicdo para 0 MP,5 (SANTANA et al., 2012), sendo
estes de 35 e 15 pg m™, respectivamente.

4.2.1. Numero de particulas
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As concentra¢fes em nimero de particulas respiradas pelos voluntarios também foram
analisadas no presente trabalho. O nimero de particulas tem sido considerado na literatura
como uma medida importante para se avaliar o dano causado na saude dos individuos. Por
exemplo, no trabalho de coorte realizado por Peters et al. (1997), altos niveis de particulas
ultrafinas foram associados com pequenos decréscimos no fluxo respiratdrio.

Nas figuras 11 e 12 sdo mostrados graficos da concentracdo em nimero de particulas
durante cerca de oito horas de exposi¢do para 0 voluntario com concentracfes mais elevadas e
mais baixas, respectivamente. Como ja mencionado, o tempo de medida foi 0 maximo
permitido pelo equipamento e visou medir a exposi¢do real do voluntario nos deslocamentos
para o trabalho e durante a atividade de trabalho realizada.

1000 1 1 1 " = MP 1,0
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«nE 1.1 = MP 0,5
L 1004 1 1 MP 0,3
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Figura 11: Concentracdo em numero de particulas do voluntario com maior nimero de particulas; I: em casa;
I1:se deslocando para o trabalho e Il1: no trabalho.

Observa-se alguns picos na figura 11, os quais podem ser associados a momentos em
que o voluntario estava mais exposto a particulas ultrafinas. Este voluntério (\VV28) pertence a
classe Construcdo e IndUstria, atuando como pedreiro. E importante ressaltar que as
concentra¢fes em numero das particulas mais finas (MPg3) sdo muito mais elevadas quando
comparadas aos tamanhos de MPgs e MP;o. Observa-se um pico acentuado em torno das 10
horas, principalmente para MPyse MP; o, indicando uma alta exposi¢do na atividade realizada
neste momento.

No momento de transporte da residéncia até o local de trabalho, nota-se um

comportamento oscilante das concentragdes em numero de particulas. Ja quando ele esta no
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trabalho, as particulas menores tém numero elevado, porém estavel, enquanto que para as
maiores, as concentracbes em numero oscilam no decorrer da amostragem, comportamento
este condizente com sua atividade de trabalho.

Para entender melhor essas concentragdes e 0s possiveis danos a saude associado a
elas, seria importante aplicar um questionario sobre os tipos especificos de atividades
realizadas durante o periodo de amostragem, se o voluntario permaneceu mais em ambiente

aberto ou fechado ou também em que momentos estava dentro do veiculo de transporte.
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Figura 12: Concentragdo em nimero de particulas do voluntario com menor nimero de particulas pequenas; I:
em casa; ll:se deslocando para o trabalho e I11: no trabalho.

O voluntario que apresentou menores concentracdes em nimero pertencia a classe
Educacédo. Seu pico, por volta das 07h30min da manha, est4 associado ao momento em que
este voluntario (V16) entrou no veiculo de transporte, pois ocorreu um rapido deslocamento
registrado pelo GPS, indicando a grande influéncia da combustéo veicular na concentracédo de
particulas pequenas. Durante o transito, utilizando 6nibus coletivo, houveram as maiores
concentragdes em nimero nos 3 tamanhos de particulas.

Para a concentracdo em numero de particulas, a classe que apresentou nimeros mais
elevados foi a Construcdo e Industria, seguida de Comércio e Transporte. A média para o
nimero de particulas de MPg 3 foi de aproximadamente 80 particulas cm™, sendo esta média
elevada por ser ponderada pela alta concentragdo na categoria Construcdo e Inddstria, da
ordem de 130 particulas cm™. As menores concentracées foram as da classe Educacéo, com
aproximadamente 40 particulas cm™. Porém, foi na categoria Transporte em que as diferencas

se mostraram mais significativas em relacdo ao controle.
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Da mesma forma que foi mencionado anteriormente, a aplicacdo de um questionério
sobre as atividades especificas realizadas durante a amostragem ou ainda uma visita posterior
a medida ajudaria a compreender melhor esses picos. A concentracdo maxima durante o
periodo de amostragem, para MPg s, foi da ordem de 90 particulas cm™.

Os valores encontrados de concentragdes em nimero e em massa foram medidos no
periodo de 8 horas devido as condi¢Ges de operacdo dos equipamentos. Montagne et al.
(2013) mediram durante 96 horas atividades indoor e outdoor de cada um de seus voluntarios.
No trabalho de Jahn et al. (2013) os voluntarios utilizaram os equipamentos pessoais por 24
horas. Para melhores resultados seria necessario um periodo maior de amostragem, se
possivel com repeticdo, pois mesmo as amostragens tendo sido realizadas em dias tipicos de
atividade dos voluntarios, eventos extremos atipicos podem ter ocorrido, como por exemplo,
se manter proximo da circulacdo de veiculos pesados na rua.

N&o apenas no Brasil, mas também em paises desenvolvidos, as emissdes veiculares
tém sido admitidas como a componente de maior contribuicdo para a poluicdo atmosférica
urbana (COHEN et al., 2004; ANDRADE et al., 2012).

Conhecendo as classes que apresentaram maiores concentraces deste poluente,
estudos posteriores podem ser realizados, utilizando um grupo maior e com caracteristicas
mais homogéneas (peso, sexo, idade) (BUONANO et al., 2014) com a finalidade de
representar classes de ocupacédo ou a populagéo da cidade de Londrina.

4.2.2 Dose Recebida

A categoria Administrativo foi usada como o controle em relacdo as demais. Na figura
13 a seguir mostra-se a dose recebida calculada para as 6 classes de ocupacdo dos voluntarios

participantes.
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Figura 13: Boxplot mostrando as doses recebidas calculadas distribuidas nas classes de ocupagdes.

Na categoria de Construcdo e Industria para 2 voluntarios a dose recebida calculada
foi muito elevada, provavelmente associado a um evento extremo ocorrido e sendo
considerada anormal para a classe. Para uma melhor anélise, estes 2 pontos foram retirados e
foi gerado um segundo boxplot, o qual encontra-se na figura 14. Observa-se que na classe
Administrativo sdo encontrados os voluntarios com as médias de doses menores, porém a
classe ndo apresenta 0s menores valores absolutos; estes pertencem a categoria Comércio. A
classe Construcdo e Inddstria, mesmo com a retirada dos dois pontos extremos, apresenta a

dose mais elevada seguida da classe Transporte.
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Figura 14: Boxplot mostrando as doses recebidas calculadas distribuidas nas classes de ocupagoes, retirando os 2
pontos que extrapolavam os valores médios.
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4.3 Genotoxicidade

Em relacdo as classes de ocupacao, foi analisada a ocorréncia de danos no DNA nos
momentos antes (A) e depois (D) da amostragem de material particulado. A coleta das células
bucais ocorreu exatamente antes do inicio e ao final da amostragem, ocorrendo em geral na
residéncia do voluntario.

Nas figuras 15 e 16 sdo apresentadas a Frequéncia de Danos (FD) e o indice de Danos
(ID) para todas as classes no momento que antecede a exposicdo, respectivamente. A classe
Transporte apresentou a maior FD e ID em comparacao com as demais, indicando ser a classe
com maior efeito ao DNA. Pelo fato de o indice de danos ser uma média ponderada da
quantidade de danos presente nas células bucais, esperava-se uma concordancia da

predominancia dos danos na classe Transporte no momento A.
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Frequénci de dancs DNA

Figura 15: Boxplot com a ocorréncia da frequéncia de danos no DNA em cada classe de ocupagdo, no momento
antes.
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Figura 16: Boxplot com o indice de danos no DNA em cada classe de ocupacéo, no momento antes.

Nas figuras 17 e 18 sdo apresentados o FD e ID para todas as classes de ocupacao apds

a exposicao, respectivamente.
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Figura 17: Boxplot com a ocorréncia da frequéncia de danos no DNA em cada classe de ocupagdo, no momento
depois.
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Figura 18: Boxplot com o indice de danos no DNA em cada classe de ocupagdo, no momento depois.

A classe Industria e construcdo apresentou os maiores valores de concentracdo de
particulas e dose em comparacao as demais analisadas. No entanto, ndo apresentou as maiores
FD e ID. A classe Transporte foi a que apresentou os maiores danos ao DNA (FD e ID),
indicando que particulas, principalmente as finas e ultrafinas geradas pela combustéo veicular
possuem maior genotoxicidade, quando comparadas com particulas geradas principalmente
por fontes diversas, como da construcdo civil. Isso também evidéncia a relevancia da
composigdo quimica do material particulado nos efeitos a satde.

Duez et al. (2002) propde a realizagdo do teste de Kruskal-Wallis para comparar

grupos de amostras de individuos que passaram pelo teste do cometa. Desta forma, foi
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aplicado o teste aos dados de FD para verificagéo se as diferencas observadas entre as classes
séo estatisticamente significativas. A significancia foi testada considerando significativo *p<
0,05. O setor Administrativo foi assumido como grupo controle, por apresentar menos danos
no DNA quando comparado aos demais. Os resultados dos grupos ou classe de ocupacdo em

relagdo ao grupo controle (Classe Administrativo) sdo apresentados na figura 18.

20 ~
1. Administrativo *
2. Comércio
* 3. Construgéo e IndUstria
4. Educagao
15 - 5. Servigos Gerais
6. Transporte
* — H=9,63
T 10 -
5 -
0 T T T T 1
le?2 le3 led leb5 leb6

Classes de Ocupacéo

Figura 19: Comparagdo da Frequéncia de Dano em células de mucosa bucal de humanos expostos a material
particulado atmosférico por 8 horas. A linha tracejada vermelha indica o limiar da diferenca critica calculado no
teste Kruskal-Wallis.

Segundo a figura 19 os grupos com maior diferenca observada do que a diferenca
critica calculada no teste (H = 9,63) quando comparadas com o grupo controle (1) sdo 0s
grupos com diferencas significativas na FD. Estas sdo Comeércio; Construcdo e Industria;
Transporte. Estes resultados sdo coerentes considerando que essas atividades apresentaram
maiores concentracdo de particulas, principalmente das finas. E importante lembrar que na
composi¢cdo quimica do material particulado, principalmente o fino de origem veicular, ha
compostos quimicos como hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, metais tdxicos, black
carbon que sdo conhecidamente toxicos e/ou genotoxicos.

Conhecendo as classes que apresentaram diferengas significativas em relagéo ao
controle, estas podem ser investigadas considerando um nimero maior de individuos por
classe a fim de mensurar melhor os possiveis danos associados ao material particulado

atmosférico.
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N&o se pode generalizar estes resultados para todos os representantes das classes de
ocupacdo da cidade de Londrina por se tratar de um estudo em escala piloto, utilizando apenas

30 voluntarios.

4.4 Genotoxicidade e exposigdo ao material particulado

4.4.1 Anélise Descritiva

A andlise estatistica descritiva de todos os dados obtidos encontra-se na tabela 8.
Podemos observar a grande variabilidade dos dados. A concentracdo em massa maxima
obtida para 0 MPy, teve valores muito elevados e por isso, a média também foi elevada. A

mediana é mais adequada para caracterizar a amostra.

Tabela 8: Analise descritiva das variaveis numeéricas.

Variaveis Minimo Maximo Mediana Média  Desvio CV (%)*
Antes 0 13 3 3,7 3,3 89,6
FD Depois 0 16 5 6,3 4,4 69,8
Antes 0 34 3 6,0 7,2 119,7
ID Depois 0 32 7 10,0 8,0 79,9
Idade 20 61 28 33 12 37
Massa MP o 2,40 34,07 11,18 13,60 7,77 57,16
Massa MP; 5 4,20 267,49 19,62 31,07 49,73 160,04
Massa MP4 ¢ 7,90 1090,62 29,47 88,77 232,00 261,33
Massa MP1g 23,10 7147,18 57,99 433,53  1470,77 339,26
NUmero MPy 3 14,20 183,03 65,18 76,55 42,25 0,06
Numero MPy 5 1,60 63,28 6,12 9,48 13,23 0,14
Numero MPy 0,33 39,82 0,90 3,58 9,75 0,27
NUmero MP;5 0,06 27,63 0,24 1,80 5,87 0,33

Dose recebida 23,20 8058,24 70,07 479,37  1639,87 342,09

*C.V.= coeficiente de variagdo.

As variaveis ID e FD no momento depois eram maiores do que no momento antes,
mostrando que houve danos no DNA durante as 8 horas de medidas.

Os coeficientes de correlagdo de Pearson das concentragdes em massa € numero
obtidos entre as variaveis sdo mostrados na tabela 9. A correlacéo entre dose recebida e massa

de MPy é elevada, devido a presenca dessa varidvel no calculo da anterior. A concentracdo
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em numero de MP,s também apresentou forte correlagdo com a massa de MPy,. N&o foi
encontrada nenhuma correlacéo negativa entre as variaveis. Vale mencionar que os valores de
FD e ID usados para o calculo da correlacdo de Pearson correspondiam tanto ao momento

antes quanto ao momento depois.

Tabela 9: Matriz de correlagdo entre as varidveis.

Mass Mass Massa Mass Dose
aMP aMP MP aMP Numero Numero Numero NuUmero recebid
FD ID 1.0) 2,5 4,0 10 MP0,3 MPO5 MP10 MP25 a

1,0
FD 0

09 10
ID 5 0

Massa 0,1 0,1

MP 1,0 7 7 1,00

Massa 0,0 0,0

MP 2,5 9 9 0,60 1,00

Massa 0,0 0,0

MP 4,0 9 7 045 0,97 1,00

Massa 0,1 01

MP 10 4 4 0,26 0,78 0,9 1,00

Namero 0,1 0,1

MP 0,3 9 9 097 049 0,37 0,26 1,00

Namero 0,1 0,1

MP 0,5 5 5 056 097 098 0,89 0,49 1,00

Nimero 0,1 0,1

MP 1,0 2 1 0,38 0,92 0,98 0,96 0,32 0,97 1,00
Ndmero 0,1 0,1

MP 2,5 3 3 0,28 0,81 0,92 0,99 0,27 0,92 0,97 1,00
Dose 01 01

recebida 5 4 0,25 0,77 0,89 0,99 0,26 0,88 0,95 0,99 1,00

A analise descritiva fornece uma ideia geral dos dados e das possiveis correlacdes lineares
entre as variaveis, porém € insuficiente para uma avaliacdo das associac@es entre as variaveis.

Desta forma, na sequencia sdo apresentados os resultados da analise de regressao realizada.

4.4.2 Analise de Regressdo

Como variaveis respostas, em cada um dos modelos gerados, foram utilizados dados
de frequéncia de danos (FD) e indice de danos (ID) para os momentos antes (A) e depois (D)

da amostragem.
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As variaveis independentes em todos os modelos foram profisséo, concentracdo em
massa de MP1 o, MP, 5 e MP1q; concentracdo em numero de particulas nos tamanhos MPq 3,
MPgs, MP1o e MP,5; e a dose recebida calculada.

Na sequéncia sdo apresentados os resultados da andlise de regressdo para a variavel

resposta FD e depois para o ID.

Frequéncia de Danos

No momento A, o modelo que melhor se ajustou aos dados, dentre os testados, foi com
base na distribuicdo de Poisson. As variaveis independentes que apresentaram associacdo
foram a ocupacédo e a concentragdo em numero no tamanho MP,s, para p=0,05. Quando se
obtém resultados positivos de associacdo da varidvel resposta com as independentes o bom
ajuste do modelo nédo é garantido, pois existem indicios da ocorréncia de superdispersdo nos
dados.

Para que o modelo seja adequado aos dados, o desvio gerado pelo modelo deve ser
préximo ao ndmero de graus de liberdade (TADANO et al., 2009). Para este caso, o desvio
obtido foi de 55,89 em 16 graus de liberdade. 1sso pode ser observado no half normal plot,
apresentado na figura 20.
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Figura 20: Half normal plot referente ao modelo ajustado aos dados do momento A com o uso da distribuicdo de
Poisson.
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No momento D, o melhor ajuste foi o0 do modelo de regressdo com distribuicéo
Binomial Negativa, com o desvio obtido de 255,26 em 16 graus de liberdade. Para p=0,05, as
variaveis que apresentaram associa¢do com a varidvel FD foram a concentragdo em numero
de MPgy3 e MPgs. Acredita-se que este modelo foi o que teve melhor ajuste devido a grande

superdispersdo dos dados e isto pode ser observado na figura 21 abaixo.
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Figura 21: Half normal plot referente ao modelo ajustado aos dados do momento D com o uso da distribuicdo
Binomial Negativa.

Os valores encontrados de AIC (Critério de Informacdo de Akaike), mostrados na
tabela 9 concordam com as anélises, mostrando que o modelo Poisson é mais adequado para o
momento A. Para 0 momento D, a analise grafica ndo concordou com este critério, pois para
este, 0 modelo com base na distribuicdo Binomial Negativa foi o mais adequado, enquanto
que para o AIC o mais adequado foi 0 modelo de Poisson. No entanto, os valores de AIC
obtidos em ambos os modelos sdo muito préximos. O modelo Quasi-Poisson também foi

testado, mas ndo apresentou melhor ajuste, sendo que este ndo possui valor de AIC.
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Tabela 10: Valores de AIC para os modelos de regressao.

AIC
Modelo Antes  Depois
Poisson 165,05 174,52

Binomial
Negativa 172,10 175,81

Indice de Danos

No momento A, o modelo que melhor se ajustou aos dados, dentre os testados, foi o de
Poisson. As variaveis independentes que apresentaram associacdo foram a classe e a
concentragdo em namero no tamanho MPys e MP,s, para p=0,05. O desvio obtido foi de
94,46 em 16 graus de liberdade.

Os trés modelos que foram testados ndo se mostraram adequados por estarem
localizados praticamente todos fora do envelope, mas Poisson foi o que mostrou alguns dados

dentro do envelope do half normal plot, mostrado na figura 22.
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Figura 22: Half normal plot referente ao modelo ajustado aos dados do momento A com o uso da distribui¢do de
Poisson.
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No momento D, o melhor ajuste foi o do modelo Binomial Negativo, com o desvio
obtido de 35,05 em 16 graus de liberdade, como mostra a figura 22. Para p=0,05, as variaveis
que apresentaram associacdo com a variavel ID foram a concentracdo em numero de MPg3e
MP1,, e em massa de MP1 e MP, 5. Se considerassemos p=0,10, por exemplo, mais variaveis

mostrariam associac¢ao positiva com as variaveis ID e FD.
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Figura 23: Half normal plot referente ao modelo ajustado aos dados do momento D com o uso da distribuigdo de
Binomial Negativa

Analisando os valores encontrados de AIC na tabela 11, as analises gréaficas
concordam com este critério, mostrando que o modelo Poisson é o mais adequado para 0

momento A e Binomial Negativa para o momento D.

Tabela 11: Valores de AIC para os modelos de regresséo.

AIC
Modelo Antes  Depois
Poisson 174,52 277,64

Binomial
Negativa 175,81 209,47
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Segundo Paula (2004) o modelo Binomial Negativo contém um parametro de
distribuicdo que corrige a variabilidade dos dados, que em geral ocorre em amostras

ambientais.

Associacao entre as variaveis

Sao mostrados abaixo, na tabela 12, os valores de coeficiente beta, também conhecido
como coeficiente de regressdo, calculado em cada modelo, para cada variavel usada como
dependente. Ele é utilizado para calcular o risco relativo atribuido a cada variavel dependente
(TADANO et al., 2009).

Tabela 12: Valores do coeficiente B (beta) calculados para os modelos que apresentaram melhor ajuste.

FD ID

Antes Depois Antes Depois

Variavel Poisson Binomial Negativa Poisson Binomial Negativa
Comércio 0,434 7,449 0,462 7,449
Construcéo e Industria 0,226 1,380 0,089 1,380
Educacao -0,121 1,383 -0,404 1,383
Servicos Gerais 0,095 3,336 0,014 3,336
Transporte 0,869 3,398 1,004 3,398
Massa MP o 0,479 0,696 0,765 0,696
Massa MP; 5 -0,255 -0,644 -0,496 -0,644
Massa MP -0,008 0,152 -0,002 0,152
NUmero MPy 3 0,000 0,000 0,000 0,000
NUmero MPg 5 0,000 0,001 -0,001 0,001
NUmero MPy o 0,004 0,006 0,007 0,006
NUmero MP; 5 -0,006 -0,021 -0,011 -0,021
Dose Recebida 0,013 -0,088 0,016 -0,088

As varidveis Numero e Massa de MP,s, mostraram associacdo negativa nos dois
modelos testados, tanto no momento antes quanto no momento depois. A profissdo
(Educacdo) apenas no momento antes, para 0 modelo de regressdo de Poisson mostrou
associagédo negativa.

O modelo Binomial Negativo mostrou associacdo positiva das variaveis de Profissdo
com os danos no DNA.

Jung et al (2012) encontraram que o extrato organico extraido do MP;o tem efeitos

genotoxicos em células normas do pulmdo humano. Neste trabalho piloto e exploratério



59

foram encontradas evidencias de genotoxicidade causadas pelo MP as células bucais dos
voluntérios, especialmente aqueles de menor tamanho. Esses resultados concordam com 0s
encontrados em trabalhos similares que compararam pessoas em diferentes niveis de
exposicdo de poluentes, e que apresentaram evidéncias que poluentes industrias ou urbanos
tem efeitos genotéxicos nas células da mucosa bucal (GILLI et al., 2007). Embora, no
presente trabalho a metodologia utilizada para mensurar os danos ao DNA seja diferente os

resultados indicaram que o teste utilizado é capaz de detectar esses danos.

4.5 Modelo de deposicdo pulmonar

Foram inseridos no modelo de deposicdo pulmonar MPPD os dados de concentragdes
em massa de médio, maximo e minimo medidos dos 30 voluntarios do estudo. Os parametros
necessarios ao modelo sobre as caracteristicas do trato respiratério considerado no estudo,
neste caso adultos, foram mencionados anteriormente na metodologia (item 3.6).

O perfil de deposicdo pulmonar gerado para os dados de exposicdo pessoal para o
voluntario que apresentou a menor, a média e a maxima concentracdo do grupo no periodo de

amostragem estéo ilustrados nas figuras 24 a 26, respectivamente.

791
T 0,719
0,633 -

©

©

©

=

é 0,474 |-

2 0,382

Q

R 0316

% 0,316 0,255

H -

L
0,158

0,081
=
Cabeca B P Total
Regido

Figura 24: Deposi¢do pulmonar para o voluntario com concentracdo em massa minima (V16). TB = Traqueo-
bronquial/ P= Pulméo.
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Observa-se que a maior fracdo de particulas ficam retidas na regido superior do trato

respiratorio, principalmente das particulas grossas, enquanto que as finas na regido pulmonar
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(P), como esperado. De acordo com o teste de sensibilidade mostrado na Figura 24, para este
caso onde o didmetro médio era de 2,5 um, na regido pulmonar ficam retidas cerca de 25%
das particulas, 8% na regido traqueobronquial e cerca de 38% na cabeca. Nesta situacédo, a
concentracdo em massa média era de 0,04 mg m™. Na Figura 25 o comportamento é muito
semelhante ao anteriormente descrito, ja que o didmetro médio também era de 2,5 pum, porém,
a concentracdo era de 0,14 mg m™. Isso mostra que em didmetros menores, a fracéo
depositada no trato respiratério mais interno € maior. Mesmo com a concentracdo mais
elevada, quando comparado ao caso de concentracdo minima, as fracdes retidas no pulméo
séo similares.

Para 0 caso mostrado na Figura 26, onde o diametro médio predominante é de 4,0 um,
por volta de 9% das particulas ficam retidas na regido traqueobronquial, 60% na regido da
cabeca e uma fracdo da ordem de 20 % atinge o pulmao. Para este caso, a concentragdo em
massa média era de 7,45 mg m™. Mesmo sendo mais elevada do que a dos casos anteriores, a
fracdo depositada na regido pulmonar € menor, mostrando a relacdo entre didmetro da
particula e deposicdo - em diametros maiores a deposicdo € maior na regido da cabeca. Os
resultados, portanto, evidenciam a relevancia do tamanho das particulas para a saude.

Quando foram modificados no modelo os dados de concentracdo, inserindo as
concentracdes obtidas na amostragem ambiental ndo utilizando o modo single, obtiveram-se

0s seguintes resultados, mostrados nas figuras 27 e 28.
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Figura 28: Deposigdo pulmonar para concentra¢do média em massa de MP . TB = Traqueo-bronquial/ P=
Pulmao.

Observa-se que para a fracdo fina, as fracdes de deposicdo na regido do pulmédo sdo
maiores do que para a fragdo grossa.

Utilizando dados ambientais e 0 modo multiple, o software mostra diferencas entre as
diferentes concentracdes. Operando neste modo, o modelo estima o comportamento das
fracdes menores, incluidas dentro desta faixa de diametro.

E importante mencionar que para a obtencéo de resultados coerentes, 0 programa deve

ser usado de forma adequada.

4.6 Comentarios Gerais

Uma das grandes dificuldades de execucdo do trabalho foi a selecdo de voluntarios na
cidade de Londrina. Nem todas as pessoas aceitaram utilizar a mochila com os equipamentos
e muito menos a coleta de mucosa bucal. Isso pode ser atribuido ao receio das pessoas em
portar 0s equipamentos, uma vez que apresentam custo relativamente elevado, ao baixo grau
de informacdo e escolaridade da populagdo e aos critérios de exclusdo (ser tabagista, ser
alcoolatra e fazer uso de medicamentos para pressdo). Além disso, a auséncia de pesquisas

relacionadas ao tema no pais.
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Existe uma grande lacuna entre a universidade e a comunidade. Se fazem necesséarias
estratégias para melhorar a divulgagao cientifica para a populacéo.

As classes de voluntarios foram criadas baseado nas classes definidas pelo IPARDES.
Deve ficar claro que os resultados aqui obtidos ndo necessariamente representam a populacéao
ocupada pelas classes na cidade. Para que isso fosse possivel, seriam necessarios voluntarios
com perfis mais homogéneos e condigdes de exposicdo similares. A grande heterogeneidade
do grupo foi um dos vieses de confusao do trabalho.

Para a representatividade da populacdo trabalhadora de Londrina é necessario um
namero maior de voluntérios, mas isso requer uma equipe maior e bem preparada, contando
com profissionais da saude inclusive. Além disso, é necessario um maior investimento
financeiro.

O ensaio do cometa investigou a possibilidade de o poluente material particulado
atmosférico estar relacionado a danos na molécula de DNA das células bucais das pessoas.
Estudos recentes (ROCHA et al., 2014) tém mostrado que outros fatores podem causar dano
também, como por exemplo, o uso de antisséptico bucal pelos voluntarios, o qual neste
trabalho ndo foi analisado. Mesmo que para a andlise utilizando os modelos lineares
generalizados o poluente tenha sido associado a presenca desses danos, se fazem necessarias
mais investigacdes e estudos para afirmar qualquer hipotese.

Os resultados obtidos no trabalho fornecem indicativos coerentes com a literatura da
associacdo do material particulado atmosférico com danos a satde (OSTRO e CHATNUT,
1998; HARRISON e YIN, 2000; COELHO e SALDIVA, 2011). E importante salientar que
ha diferenca estatisticamente significativa da FD das classes Comércio; Construcdo e
IndUstria; Transporte em relagdo ao controle. Além disso, os resultados fornecem subsidios
importantes para a realizacdo de novos estudos em maior escala, visando obter a validade

externa dos resultados.
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5. CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho mostram que é viavel a realizacdo de amostragem
pessoal de poluentes atmosféricos em diferentes condi¢cbes de exposi¢do, porém recursos
humanos e financeiros sdo agentes limitantes importantes.

As concentracBes em massa médias para 0 MP1o, MP,s, MP4o € MPyy encontradas
para a populacdo de 30 individuos voluntarios foi de 433,53, 88,77, 31,07 e 13,60 pg m™
respectivamente.

As concentragdes em nimero encontradas para 0 MPg 3, MPgs, MP1o € MP, 5 foram de
80,24, 10,44, 4,22 e 2,75 particulas cm™, respectivamente. A classe de ocupacdo com
concentracdes mais semelhantes as médias foi a Transporte.

A classe de ocupacdo que apresentou maior dose recebida de MP1o, no periodo de 8
horas foi a Construgdo e Industria e a menor foi 0 Administrativo.

Em relac&o a genotoxicidade, o grupo com menos danos de DNA foi o Administrativo
e 0 grupo com maior quantidade de danos foi o Comércio, porém as classes Construcdo e
Industria e Transporte mostraram diferenca significativa em relacdo ao controle.

O software Multiple-Patch Particle Dosimetry mostrou-se adequado para a simulagao
da deposi¢do pulmonar tanto em dados pessoais quanto ambientais, concordando com a
literatura ao estimar que particulas menores atingem mais profundamente o trato respiratorio.

Nos voluntarios onde o didmetro predominante das particulas era menor, a fracdo
depositada no pulmao foi da ordem de 23 %, enquanto que quando o didmetro predominante
foi de 4,0 um, a fracdo depositada foi de 18%, embora a concentragdo em massa fosse maior.
Para as concentracfes ambientais, 0 comportamento é 0 mesmo - particulas maiores retidas
nas areas mais externas e particulas menores nas regides mais internas do trato respiratorio.

O modelo Binomial Negativo apresentou melhor ajuste para os dados obtidos através
de medidas pessoais, comparado ao modelo de Poisson. Quando a resposta sdao 0s danos no
DNA, para p=0,05, as varidveis que apresentaram associacdo positiva foram concentracdo em
namero de MPg 3, MPg s, classe de ocupacao, concentracdo em massa de MPgs, MP; 9, MP;5 €
MPo.

Através das andlises e testes realizados no presente trabalho, pode-se concluir que ha
associacdo positiva entre o material particulado atmosférico e os danos no DNA mensurados

pelo Teste do Cometa de genotoxicidade.
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As concentragfes encontradas para cada classe de ocupacgdo sdo muito variaveis e para
um resultado mais robusto e que represente a populacdo da cidade de Londrina, sdo

necessarios estudos posteriores, utilizando uma populacdo maior e mais homogénea.
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APENDICE |

S&o mostradas abaixo tabelas com os dados utilizados como parametros nos modelos
estatisticos.

Tabela Al: dados de indice de danos (ID) e frequéncia de danos (FD) no DNA nos momentos antes (A) e depois
(D) da amostragem de material particulado por 8 horas.

Codigo Momento  FD ID Codigo Momento  FD ID
V1 A 4 7 V1 B 6 10
V2 A 3 3 V2 B 5 8
V3 A 3 3 V3 B 5 8
V4 A 2 2 V4 B 6 11
V5 A 0 0 V5 B 1 1
V6 A 3 3 V6 B 2 2
V7 A 2 3 \44 B 1 1
V8 A 0 0 V8 B 0 0
V9 A 2 3 V9 B 5 8

V10 A 10 20 V10 B 4 7
Vi1 A 2 3 Vi1 B 9 13
V12 A 2 2 V12 B 5 6
V13 A 2 V13 B 1 1
V14 A 11 16 V14 B 15 22
V15 A 3 3 V15 B 5 7
V16 A 1 1 V16 B 4 7
V17 A 5 9 V17 B 13 23
V18 A 3 4 V18 B 5 7
V19 A 4 7 V19 B 5 6
V20 A 2 2 V20 B 9 16
V21 A 3 3 V21 B 16 25
V22 A 0 0 V22 B 7 7
V23 A 3 4 V23 B 6 11
V24 A 9 12 V24 B 5 6
V25 A 0 0 V25 B 9 19
V26 A 7 14 V26 B 4 4
V27 A 13 34 V27 B 15 32
V28 A 4 8 V28 B 4 6
V29 A 3 5 V29 B 14 20
V30 A 5 8 V30 B 3 5




Tabela 2A: Dados de idade, Classe e meio de transporte dos voluntarios.

Cddigo Idade (anos) Classe Meio de Transporte
V1 27 Educacao Carro
V2 29 Educacao Carro
V3 26 Administrativo Carro
V4 25 Educacao Carro
V5 25 Administrativo Carro
V6 20 Educacao Carro
V7 23 Educacéo Onibus
V8 21 Administrativo Carro
V9 41 Administrativo Carro

V10 23 Administrativo Carro
V11 26 Comércio Carro
V12 31 Administrativo Carro
V13 39 Servicos Gerais Onibus
V14 30 Comércio Moto
Construcao e
V15 54 Industria Carro
V16 23 Educacéo Onibus
Construcgéo e
V17 28 Industria Onibus
Construcgéo e
V18 25 Industria Carro
V19 21 Comércio Carro
V20 26 Servicos Gerais Onibus
V21 31 Servigos Gerais Carro
V22 35 Comércio Onibus
V23 52 Transporte Carro
V24 33 Transporte Onibus
V25 61 Transporte Onibus
V26 59 Transporte Carro
V27 54 Transporte Moto
Construcao e
V28 32 IndUstria Moto
V29 23 Comércio A pé
V30 47 Servigos Gerais Moto
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Tabela 3A: Concentragdo em nimero média nos 4 intervalos medidos para cada voluntario.

Numero MPg 3

Numero MPg s

Numero MPq

Numero MP2 5

Coédigo  (particulas cm™) (particulas cm™) (particulas cm™®) (particulas cm™)
V1 25,35 2,34 0,55 0,20
V2 37,44 2,98 0,82 0,37
V3 62,15 7,07 1,52 0,51
V4 36,78 3,20 0,38 0,18
V5 49,63 3,53 0,62 0,22
V6 68,98 4,69 0,66 0,26
V7 58,19 4,40 0,68 0,20
V8 45,02 4,49 0,53 0,15
V9 68,22 7,51 1,75 0,56

V10 57,33 8,56 2,65 0,72
V11 40,78 3,00 0,47 0,10
V12 75,28 6,61 1,06 0,27
V13 35,93 6,60 1,94 0,52
V14 55,57 511 0,60 0,16
V15 149,87 63,28 39,82 18,20
V16 14,20 1,60 0,33 0,13
V17 98,14 49,38 38,88 27,63
V18 97,81 5,65 0,75 0,22
V19 107,81 8,24 1,08 0,32
V20 140,25 10,01 1,00 0,19
V21 52,56 3,56 0,64 0,20
V22 84,16 7,99 1,34 0,35
V23 55,33 3,73 0,44 0,14
V24 76,96 6,70 1,15 0,44
V25 85,67 7,86 1,18 0,39
V26 61,65 3,26 0,46 0,14
V27 105,77 14,72 3,25 0,53
V28 183,03 10,74 1,40 0,50
V29 181,61 12,73 0,99 0,16
V30 84,99 4,88 0,43 0,06




Tabela 4A: Concentracdo em massa média nos 4 intervalos medidos para cada voluntario.
Massa MPLO Massa MP2,5 Massa |V|P4,o Massa MP1g

Codigo (ug m*) (ug m*) (ug m*) (ug m*)
V1 711 9,55 14,43 42,34
V2 5,80 9,74 21,40 62,43
V3 11,32 19,75 35,10 87,89
Va4 7,11 9,55 14,43 42,34
V5 8,41 11,83 19,42 49,18
V6 10,98 14,33 22,03 58,35
V7 11,03 14,40 22,16 58,76
V8 7,87 11,22 16,14 32,58
V9 12,94 21,62 36,96 75,02
V10 10,46 27,29 51,96 107,40
Vil 6,98 10,21 14,49 24,04
V12 12,72 19,48 28,80 52,54
V13 7,06 19,79 37,75 78,73
V14 10,17 14,01 20,38 39,50
V15 34,07 267,49 1090,62 4142,60
V16 2,42 4,15 7,88 23,12
V17 13,68 127,21 760,91 7147,18
V18 16,88 21,69 30,14 57,63
V19 17,75 24,75 37,51 83,42
V20 27,77 36,43 48,30 79,38
V21 9,19 13,15 20,72 47,93
V22 13,60 20,79 31,02 56,65
V23 10,17 13,09 17,73 33,69
V24 14,23 20,40 31,69 77,05
V25 14,03 20,69 31,52 75,89
V26 10,60 13,44 18,83 38,32
V27 19,84 45,11 66,09 124,32
V28 31,81 39,65 55,99 131,68
V29 28,93 34,61 39,01 50,78

V30 13,10 16,73 19,83 24,99
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S&o mostrados abaixo os roteiros de preparo de cada uma das solug¢fes usadas no ensaio do

cometa.

1. Solucéo de Lise — Estoque

H,O destilada

NaCl (Cloreto de sodio) 2,5M

EDTA (Acido Etilenodiaminotetracético) 100mM
TRIS 10mM

NaOH (Hidroxido de sodio) solido

- Acertar pH com NaOH para 10;

890 mL
146,19
37,29
129

- Adicionar 10 g de Lauril Sarcosinato de Sédio e misturar lentamente a solucéo;

- Ser estocada em temperatura ambiente e no escuro;

2. Solucéo de Lise — Uso

Triton X 100
DMSO (Dimetilsulfoxido)

Solucéo Estoque

- Fazer a mistura invertendo a proveta;

- Fazer a solugdo sempre no escuro.

3. Tampao de eletroforese

3.1 Solucéo de NaOH

NaOH
Agua destilada

3.2 Solucéo Estoque de EDTA (200 mM)

EDTA
Agua destilada

- Acertar o pH para 10 com pastilhas de NaOH.

1mL
10 mL
89 mL

216 g
54 mL

14.89 g
200 mL



3.3 Solucéo de uso

H20 destilada gelada
EDTA
NaOH

- Acertar o pH para 13 com NaOH.

4. Tampao de Neutralizacéo

TRIS
Agua destilada

- Acertar o pH para 7,5 com HCI.

5. PBS

KCI (Cloreto de potassio)

KH2PO4 (Fosfato de potassio monobasico)
NaCl (Cloreto de s6dio)

NaHPO4 (Hidrogéniofosfato dissddico anidro)
Agua destilada

- Acertar pH para 7,4;
- Estocar em refrigerador.
6. Agarose Normal — 1,5%

Agarose normal
PBS

- Dissolver e agitar por aproximadamente 2 horas;

- Aquecer e quando levantar fervura, desligar e manter a agitacéo;

1800 mL
9mL
54 mL

24,25 g
475 mL

0,29
0,29

1,159
1000 mL

15¢9
100 mL
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- Deixar solidificar em temperatura ambiente;

- Picar em pedacos e repetir o processo de aquecimento;

- Solidificar em temperatura ambiente e repetir as etapas anteriores (picar e aquecer);

- Levar em banho maria e mergulhar as laminas na agarose, devendo alcancar até a parte
esmerilhada;

- Secar as laminas overnight em temperatura ambiente.

7. Agarose de baixo ponto de fusdo (LMP) - 0,5%

Agarose LMP (baixo ponto de fusdo) 0,19
PBS 20 mL

- Dissolver bem;
- Aquecer até levantar fervura e desligar;

- Trabalhar em banho maria, na faixa de 37°C.

8. Solucédo de coloracéo estoque
Brometo de etideo 10 mg
Agua destilada 50 mL

9. Solucéo de coloracéo para uso

Solucéo estoque 1mL
Agua destilada 9mL



APENDICE Il

Sao mostradas abaixo tabelas com os dados de concentracdes em massa de material
particulado fino (MP,5) e grosso (MP1,) medido dia a dia no periodo de amostragem.

Tabela 1C: Valores de concentragcdes em massa do material particulado amostrado no ambiente.

Tamanho
Data MP, 5 (L9 m'3) MP1o (Ug m'3)

25/ago 7,99 22,24
26/ago 2,26 9,85
27/ago 3,32 6,32
28/ago 5,85 8,08
29/ago 6,41 11,21
30/ago - 9,90
31/ago 9,32 1,36
01/set 12,65 13,75
02/set 15,65 16,88
03/set 11,11 23,41
04/set 7,83 20,24
05/set 15,96 19,51
06/set 5,96 29,72
07/set 7,09 13,25
08/set 10,35 12,68
09/set 7,16 12,27
10/set 5,88 6,05
11/set 8,95 9,51
12/set 3,92 84,31
13/set 4,40 6,64
14/set - 8,71
15/set 1,03 5,52
16/set - -
17/set 11,35 15,57
18/set 14,41 25,27
19/set 13,05 25,02
20/set 10,13 25,20
21/set 11,34 22,70
22/set 94,20 122,88
23/set - -
24/set - -
25/set - -

26/set - -
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APENDICE IV

Termo que foi devidamente assinado pelos 30 voluntarios do estudo. Pesquisa aprovada pelo
Comité de ética em Pesquisa sob o N°. 30166214.9.0000.5547

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Titulo da pesquisa: Indicadores dos efeitos na saude humana das mudancas climaticas e
qualidade do ar: uma andlise observacional e por modelagem integrada e estratificada por
idade

Pesquisador(es), com enderecos e telefones: Daniela Sanches de Almeida, Avenida dos
Pioneiros, 3131, Londrina Fone: 43 3348-2103/43 3323-1133; Camila Arielle Bufato

Moreira, Avenida dos Pioneiros, 3131, Londrina Fone: 43 3348-2103/43 3323-1133.
Engenheiro ou médico ou orientador ou outro profissional responsavel: Leila
Droprinchinski Martins, Avenida dos Pioneiros, 3131, Londrina Fone: 43 3348-2103/43
3323-1133; Graciana Freitas Palioto, Rua Marcilio Dias, 635 Apucarana

Local de realizacdo da pesquisa: Londrina.

A) INFORMACOES AO PARTICIPANTE

1. Apresentacéo da pesquisa.

Essa pesquisa especificamente consiste em avaliar o quanto uma pessoa em um dia normal de
trabalho inala de particulas pela respiracdo desse ar e a sua toxicidade. A mesma esta incluida
no ambito de projeto de pesquisa aprovado pelo CNPq.

2. Objetivos da pesquisa.

O objetivo da pesquisa determinar as concentracdes de particulas em massa e em namero
presentes no ar que vocé voluntério esta normalmente exposto e, avaliar a dose recebida ao
longo do dia e o quanto prejudicial pode ser a satde.

3. Participagdo na pesquisa.

Vocé voluntario dessa pesquisa passara pelas seguintes etapas:

- Responder a um questionario contendo perguntas a respeito de sua idade, sexo, endereco,
local e tipo de trabalho, meio de locomocdo para chegar ao trabalho;

Seréo 2 (dois) dias de amostragens.

1° Dia

- O responsavel pela pesquisa, utilizando luvas descartaveis e cotonetes estéreis, ira passar um
cotonete pela sua boca e coletar um pouco de saliva de sua mucosa bucal;

- Vocé ira carregar uma mochila, previamente preparada para essa finalidade, com peso
méaximo de 2 kg, onde estardo equipamentos para coleta de particulas presentes no ar que
VOCE respira;

- Vocé voluntario sera instruido previamente em como colocar e usar a mochila, prender os
tubos de entrada de ar do equipamento; também vai aprender a ligar e desligar os
equipamentos;

- Antes de voceé sair para o seu trabalho os equipamentos deverdo ser ligados pressionando um
botdo e a mochila deverad ser colocada nas suas costas; 0s tubos deverdo ser presos com
entrada de ar junto ao ombro na al¢a da mochila;

- Chegando ao trabalho vocé pode retirar a mochila e deixar ela junto ao seu local de trabalho
e proxima a vocé (exemplo: em cima da mesa, no encosto da cadeira);
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- Antes de voltar para sua casa ou quando sair para almocar, vocé deve colocar novamente a
mochila nas costas e prender os tubos de entrada de ar no local correto;

- Quando vocé chegar a sua casa, a mochila deve ser retirada das costas e ser mantida proxima
de vocé até que sejam desligados 0s equipamentos;

- O responsavel pela pesquisa novamente utilizando luvas descartaveis e cotonetes estéreis ird
passar um cotonete pela sua boca para coleta da saliva, para comparar a diferenca que tem
nela antes e depois de vocé ir ao trabalho.

2° Dia

- Sera repetido 0 mesmo procedimento do 1° Dia, com excecéo da coleta de saliva.

4. Confidencialidade.

Todas e quaisquer informagdes pessoais ndo serdo divulgadas e serdo mantidos sob
sigilo, sendo essa utilizada somente para fins de pesquisa cientifica e utilizada e divulgada de
forma genérica sem identificacdo pessoal.

5. Desconfortos, Riscos e Beneficios.

5a) Desconfortos e ou Riscos: S0 os inerentes aos individuos na condi¢do de deslocamento
pela regido urbana e as diferentes rotinas diarias dos individuos, tais como: andando pela
calcada em diferentes regides da cidade, utilizando o transporte publico, no ambiente de
trabalho, etc.

5b) Beneficios: De forma geral alguns beneficios para os individuos e populagao sao:

1. Obter indicadores da relacdo de doencas cardio-respiratérias com qualidade do ar e
variaveis meteoroldgicas estratificada por idade;

2. Estabelecer uma parametrizacdo que represente a relacdo de doencas cardio-
respiratorias com qualidade do ar e varidveis meteoroldgicas;

3. Dar subsidio para a elaboracdo de politicas publicas de adaptacdo e diminuicdo das
vulnerabilidades da saude (cardio-respiratéria) da populacdo associadas as mudangas
climaticas;

4. Analisar a exposicdo e dose recebida pelo individuo, assim como a composi¢do
elementar desse material particulado respiravel e sua toxicidade.

6. Critérios de incluséo e exclusao.

6a) Inclusdo: adultos da faixa ativa de trabalho (acima de 18 anos) e idosos (acima de 65
anos).

6b) Exclusdo: N&o serdo incluidas ou selecionadas pessoas com vicios (cigarro, bebida
alcoolica) e tomando medicacéo forte (pressao alta, antidepressivos).

7. Direito de sair da pesquisa e a esclarecimentos durante o processo.

E importante frisar que a qualquer momento que vocé voluntario desta pesquisa tem o
direito de solicitar esclarecimentos quanto ao processo que estd ou estara sendo submetido,
assim como, ndo mais participar da pesquisa. O voluntario compromete-se a devolver a
mochila com todos 0s equipamentos aos responsaveis.

B) CONSENTIMENTO (do sujeito de pesquisa ou do responsavel legal — neste caso
anexar documento que comprove parentesco/tutela/curatela)

Eu declaro ter conhecimento das informac6es contidas neste documento e ter recebido
respostas claras as minhas questdes a proposito da minha participacéo direta (ou indireta) na
pesquisa e, adicionalmente, declaro ter compreendido o objetivo, a natureza, os riscos e
beneficios deste estudo.

Apos reflexdo e um tempo razoavel, eu decidi, livre e voluntariamente, participar deste
estudo. Estou consciente que posso deixar o projeto a qualquer momento, sem nenhum
prejuizo.
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Nome completo:

RG: Data de Nascimento: [/ [/
Telefone:
Endereco:
CEP: Cidade: Estado:
Assinatura; Data: [/

Eu declaro ter apresentado o estudo, explicado seus objetivos, natureza, riscos e beneficios e
ter respondido da melhor forma possivel as questées formuladas.

Assinatura pesquisador: Data:

(ou seu representante)

Nome completo:

Para todas as questdes relativas ao estudo ou para se retirar do mesmo, poderéo se comunicar
com , via e-mail: ou telefone:

Endereco do Comité de Etica em Pesquisa para recurso ou reclamacdes do sujeito
pesquisado

Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana (CEP/UTFPR)
REITORIA: Av. Sete de Setembro, 3165, Reboucas, CEP 80230-901, Curitiba-PR, telefone:
3310-4943, e-mail: coep@utfpr.edu.br

OBS: este documento deve conter duas vias iguais, sendo uma pertencente ao pesquisador e outra ao
sujeito de pesquisa.
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